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I- Historique 
 
La transfusion sanguine peut être considérée comme la première « thérapie cellulaire » chez 
l’homme. Elle fut : 
- évoquée dans l'histoire des anciens Egyptiens et le Traité d’anatomie d'Hérophile, 
- tentée en 1492 par le pape Innocent VIII, qui a bu le sang de trois jeunes garçons, 
morts dans les suites, suivis de peu par le pape. 
 
    Le Pape Innocent VIII 
 
- réussie en 1667, par Jean Baptiste Denis, médecin privé de Louis XIV, qui injecta 
neuf onces de sang d’un agneau à un jeune homme qui fut définitivement guéri d’une 
fièvre qui avait résisté à une vingtaine de saignées.  
Entre temps (en 1616), William Harvey avait démontré la réalité de la circulation sanguine et 
l’utilité du sang à transporter « quelque chose ». 
 
    
William Harvey « Exercitatio Anatomica de Motu Cordis et Sanguinis in Animalibus » publié en 1928 
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Les groupes sanguins sont découverts en 1900 par l’autrichien Karl Landsteiner (prix Nobel 
en 1930) et la transfusion sanguine, iso groupe, trouve son utilité durant la première guerre 
mondiale.  
 
Karl Landsteiner 
 
Karl Landsteiner et Alexander Wiener mettent en évidence le groupe Rhésus en 1940 et Jean 
Dausset (prix Nobel en 1980) découvre le complexe majeur d’histocompatibilité ou le groupe 
HLA (Human Leukocyte Antigen) en 1958.  
 
 
Jean Dausset 
 
La première transplantation d’organe, réussie et rapportée, concerne la cornée. Elle est 
réalisée en 1905 par Eduard Konrad Zirm, sur un homme de 45 ans. La première 
transplantation rénale est pratiquée à l’hôpital Necker, en 1952, par l’équipe du professeur 
Louis Michon et la première transplantation rénale « réussie », deux ans plus tard, entre de 
vrais jumeaux, par Joseph E. Murray (prix Nobel en 1990). La première transplantation 
cardiaque est réalisée en 1967 par le professeur Christian Barnard en Afrique du sud (Barnard 
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1967), chez un patient ayant survécu 18 jours après l’intervention. Les résultats des 
transplantations d’organe se sont améliorés par l’arrivée de la ciclosporine, découverte en 
janvier 1972 et utilisée par Norman E. Shumway en complément des drogues anti rejets « plus 
traditionnelles». 
En ce qui concerne la moelle osseuse, la première réussie chez l’homme est réalisée par E. 
Donnall Thomas en 1957 (Thomas 1957). La thérapie cellulaire, par transplantation de 
cellules, débute par la transplantation de cellules souches hématopoïétiques. Actuellement, 
elle n’a pas fait de progrès remarquable malgré de nombreuses études expérimentales. 
 
 
E. Donnall Thomas 
 
La première greffe de sang de cordon est réalisée en 1988 par le professeur Eliane Gluckman 
(Wagner 2010), à l’hôpital St. Louis.  
 
 
Eliane Gluckman 
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La thérapie cellulaire myocardique est une des premières applications pratiques de la 
transplantation de cellules dans un organe différencié. Elle est expérimentée depuis plus de 
quinze ans, mais les premières publications datent de 1996 avec les publications de l’équipe 
du professeur Menasché et d’une équipe de l’université de Toronto (scorsin1996, Li 1996). La 
lésion myocardique était provoquée soit par ligature coronaire soit par congélation, pour la 
transplantation de cardiomyocytes fœtaux. 
 
    
Philippe Menasché   Ren-Ke Li 
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II- Généralités et état des lieux 
 
1- Définition 
Les produits cellulaires à finalité thérapeutique sont des cellules humaines utilisées à des fins 
thérapeutiques autologues (c'est-à-dire que le donneur et le receveur sont une même personne) 
ou allogéniques (le receveur et le donneur sont deux personnes différentes) quelque soit le 
niveau de transformation, y compris leurs dérivés (définition de l'agence française de sécurité 
sanitaire des produits de santé -AFSSAPS-). La transfusion sanguine est exclue de la 
définition de thérapie cellulaire. La notion de thérapie cellulaire ne concerne donc que 
l’apport de produits cellulaires nucléés capables de s’intégrer dans un tissu ou organe avec 
possibilité de multiplication cellulaire.  
Selon l’article L 1211-1 du code de la santé publique : « la thérapie cellulaire concerne les 
produits biologiques à effet thérapeutique issus de préparation de cellules vivantes humaines 
ou animales ». En théorie, le greffon cellulaire aide directement ou indirectement à la 
réparation de tissus endommagés et provoque l’arrivée et la production de facteurs manquant 
au fonctionnement correct de l’organe.  
L’action des cellules apportées peut être :  
- une réparation   
- une substitution 
- un apport de tissu de soutien 
- une activité hormonale 
- une activité autocrine et paracrine 
Les éléments apportés peuvent être autologues ou hétérologues, avec apport de : 
- cellules différenciées,  
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- cellules précurseurs, issues des cellules souches avec une notion de différenciation 
acquise 
- cellules souches multipotentes 
- cellules souches totipotentes 
 


Stem-cell therapy for cardiac disease : Vincent F. M. Segers & Richard T. Lee. Nature 451, 937-942(21 
February 2008) 
 
 
2- La thérapie cellulaire myocardique : problématique 
Comme pour le tissu nerveux, la thérapie cellulaire apparaît comme une des solutions les plus 
adaptées pour la réparation de lésions myocardiques irréversibles comme l’infarctus, malgré 
l’existence démontrée d’une division cellulaire des cardiomyocytes après infarctus (Beltrami 
2003). 
L’insuffisance cardiaque ischémique est un enjeu majeur de santé publique et représente un 
poids économique non négligeable pour les différents systèmes de santé dans le monde 
(Butler 2008, Cohn 1997). La prévalence de l’insuffisance cardiaque est estimée à 1 – 2% 
dans les pays les plus « développés » avec une incidence proche de 1% par an (Mosterd 2007). 
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De plus, la forte diminution de la mortalité précoce de l’infarctus myocardique grâce au 
développement des techniques et des stratégies de revascularisation myocardique rapide, 
conduit un plus grand nombre de patients vers un remodelage myocardique négatif (Pfeffer 
1995). 
 
3- Traitement médical de l’insuffisance cardiaque 
Plusieurs classes de médicaments ont désormais montré une efficacité non négligeable pour le 
traitement de l’insuffisance cardiaque : les antiagrégants plaquettaires (Antithrombotic 
Trialists' Collaboration 2002), les inhibiteurs de l’enzyme de conversion (Yusuf 2000), les 
bétabloquants (Dargie2001), les diurétiques épargneurs de potassium (Iraqi 2009), les statines 
(López-Cuenca 2010). 
L’évolution vers l’insuffisance cardiaque terminale n’est le plus souvent que ralentie par un 
traitement médical optimisé. La suite de l’évolution naturelle de l’insuffisance cardiaque 
terminale est le plus souvent la répétition des hospitalisations avec une espérance de vie 
fortement réduite (Hunt 2009). 
 
4- Traitement chirurgical 
La transplantation cardiaque reste le traitement de choix, avec une amélioration significative 
de la survie des patients (Taylor 2007). Ce traitement n’est actuellement proposé qu’aux 
patients les plus jeunes, capables de suivre un traitement anti rejet. Le besoin d’un traitement 
par immunosuppresseurs à vie et la pénurie d’organes limitent encore plus le recours à cette 
solution « radicale ». Les techniques d’assistance cardiaque mécanique sont également en 
cours de développement. Elles répondent partiellement aux besoins des patients en attente de 
transplantation (copeland 2004) ou comme traitement de longue durée (Siegenthaler 2005). 
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5- Etudes de thérapie cellulaire dans le traitement de l’insuffisance 
cardiaque 
L’insuffisance cardiaque terminale était et est encore considérée comme une pathologie 
« irréversible ». Les thérapies cellulaire et génique myocardiques sont apparues comme des 
alternatives possibles aux traitements classiques, à l’assistance mécanique et à la 
transplantation cardiaque. De nombreuses lignées cellulaires sont testées et des modalités 
différentes de délivrance des produits sont élaborées. Malgré une expérimentation animale 
riche et des résultats encourageants sur les différents modèles de lésions myocardiques, aucun 
résultat entièrement satisfaisant n’est encore obtenu. Le nombre de publication sur les 
différents moteurs de recherche (PUBMED) est passé d’une petite centaine en 2001-2002, 
avant le début du premier protocole en collaboration avec l’unité de thérapie cellulaire du 
professeur Menasché à plus de 20.000 articles, dont plus de 1700 consacré uniquement à des 
essais cliniques chez l’homme. 
 
III- Les types cellulaires proposés 
 
1- Cellules autologues 
 
Les myoblastes squelettiques 
Historiquement, ils sont parmi les premières cellules étudiées (Scorsin 1996). La facilité de 
leur obtention chez l’homme (cellules autologues), les délais faibles de leur culture, leur 
résistance et multiplication rapide, leur origine musculaire, en ont fait une lignée de choix 
pour les essais chez l’homme.  
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Cellules souches de la moelle osseuse : 
C’est un compartiment hétérogène, composé de plusieurs populations de cellules souches : les 
cellules souches mésenchymateuses (CSM) (Piao 2005), les cellules souches 
hématopoïétiques (CSH) (Orlic 2001), les cellules progénitrices adultes multipotentes (Zeng 
2007)… 
La notion de transdifférenciation de ces lignées cellulaires, après transplantation, rapportée 
par la littérature se révèle être fausse (artéfact technique et des phénomènes de fusion 
cellulaire) (Vieyra 2005, Alvarez-Dolado 2003). Les travaux d’Orlic (Orlic 2001) concernant 
la régénérescence myocardique après injection directe de CSH ne sont pas confirmés et les 
cellules greffées n’acquièrent pas de phénotype cardiaque (Scherschel 2008). De même pour 
les CSM qui n’ont probablement pas d’effet direct sur la réparation du myocarde endommagé, 
mais des effets indirects, pouvant améliorer la fonction myocardique (Reinecke 2008). Une 
des pistes à exploiter pour ces lignées, est une induction pré transplantation de ces cellules 
souches dans la direction désirée. Le traitement par insuline, dexamethasone et acide 
ascorbique des CSM fait apparaître de la troponine I et d’autres marqueurs spécifiques des 
cardiomyocytes (Shim 2004); et un cocktail de culture complexe à base de 5-aza-2'-
deoxycytidine pourrait même orienter les SMC vers des cellules battantes avec détection de 
myosine cardiaque (Shiota 2007). 
 
 Cellules souches myocardiques 
Les cellules souches cardiaques ont été isolées en 2003 (Beltrami 2003), à l’aide de leur 
antigène de surface c-kit (Lin-), chez le rat. Ces cellules peu nombreuses (1 c-kit+ cellule pour 
104 cardiomyocytes), pourraient se multiplier et se transformer en cellule musculaire lisse, en 
cardiomyocyte ou en cellule endothéliale. Chez l’homme seulement 0.5 à 2.7 cellules c-kit+ 
sont retrouvées par mm² sur des biopsies de l’oreillette droite et du septum interventriculaire 
(Pouly 2008). D’autres variétés de cellules souches myocardiques ont également été isolées : 
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les cellules sca-1+, non c-kit (Oh 2003), les cardiosphères, cellules souches battantes (Messina 
2004) et les cellules Isl 1+ identifiées chez la souris, le rat et l’homme (Laugwitz 2005). 
Les cellules souches endothéliales, porteuses des marqueurs Flk-1, CD 34 et CD 133 peuvent 
se différencier en cellules endothéliales sans démonstration de leur différenciation en cellules 
contractiles (Gruh 2006). 
 
2- Cellules hétérologues 
 
Cellules souches embryonnaires 
Les travaux initiés par Leroy Stevens et Barry Pierce dans les années 1950 (Alexandre 2001) 
sur l’étude des tératocarcinomes murins ont permis d’isoler les premières cellules souches 
embryonnaires. Ce sont des cellules multipotentes, dérivées de la partie interne des 
blastocystes, avant l’implantation de l’œuf. Elles sont isolées chez l’homme depuis 1998 
(Thomson 1998). Les cellules souches pluripotentes induites sont proches des cellules 
embryonnaires. Ce sont des cellules reprogrammées pour exprimer des marqueurs spécifiques 
de cardiomyocytes (Takahashi 2007). L’utilisation des ces cellules est fortement encadrée et 
limitée, pour des raisons éthiques évidentes.  
 
 Les cellules souches de sang du cordon ombilical 
Le sang du cordon est un milieu hétérogène contenant des cellules avec un potentiel 
angiogénique et une possible différenciation vers les cellules musculaires (Prat-Vidal 2007). 
Ses avantages sont nombreux : c’est un milieu riche en cellules souches et cellules 
progénitrices, facile à obtenir et à cultiver. Il est largement utilisé chez l’homme pour traiter 
les affections hématologiques et serait utilisable comme greffon myocardique sans 
immunosuppression (Henning 2004). Ce greffon est également confronté à une mortalité 
cellulaire élevée après transplantation (Balsam 2004) et, malgré des résultats encourageants 
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chez le rat (Henning 2004), aucune amélioration n’a été notée sur un modèle porcin (Moelker 
2007). 
 
3- Voies d’apport du greffon cellulaire 
 
Les voies de transplantation cellulaire (Dib 2010) sont : La voie intra veineuse, la voie 
épicardique, la voie intracoronaire (Khang 2004), la délivrance par le sinus veineux et la voie 
endocardique. Le choix d’une voie épicardique s’est naturellement imposé dans l’équipe. Tout 
d’abord, en laboratoire, la taille et le poids des rats rendent les autres voies inaccessibles; 
d’autre part, la facilité d’accès au cœur lors des interventions chirurgicales, chez l’homme, en 
ont fait la principale voie utilisée dans l’équipe.  
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B. Gersh, R. Simari, A Behfar, C. Terzic, A. Terzic, Cardiac Cell Repair Therapy: A Clinical 
Perspective. Mayo Clin Proc. 2009;84(10):876-92 
 
 
Schématisation des différentes étapes de thérapie cellulaire :  
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

Stem-cell therapy for cardiac disease : Vincent F. M. Segers & Richard T. Lee. Nature 451, 
937-942(21 February 2008). Chaque étape doit faire l’objet d’une attention particulière et peut 
mettre en péril tous le processus. 
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IV- Les travaux personnels de recherche pré-clinique : 
2003–2007 
 
Le choix du type cellulaire et du mode de délivrance au sein de l’U633 étant fait : greffe de 
myoblastes squelettiques par voie épicardique; la problématique principale de l’équipe était de 
comprendre les mécanismes d’action pour pouvoir améliorer les résultats fonctionnels de la 
thérapie cellulaire. Deux protocoles conjoints ont été élaborés :  
- tester les effets d’un choc thermique sur les myoblastes pour un protocole optimisé 
de traitement cellulaire pré transplantation  
- diminuer l’ischémie dans la zone de délivrance du greffon cellulaire pour 
améliorer la survie des myoblastes 
L’hypothèse de départ est fondée sur les travaux de Zhang (Zhang 2001, Suzuki 2004) sur la 
mortalité cellulaire après transplantation de myoblastes et de Tambara (Tambara 2003) sur 
l’importance du nombre de cellules greffées. L’amélioration de la fonction myocardique 
dépend du nombre de cellules transplantées vivantes, retrouvées à distance de la greffe.  
L’augmentation de la résistance des cellules à la transplantation était le but de ce premier 
travail. L’amélioration de la résistance des cellules à l’apoptose par un choc thermique 
semblait être une excellente idée : le choc thermique étant un traitement physique, facilement 
applicable aux myoblastes humains au cours des protocoles d’essai clinique.  
Pour toutes les publications citées, tous les animaux sans exception ont été opérés en 
respectant les principes fondamentaux relatifs aux soins des animaux de laboratoire.  
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Apport personnel pour ce travail, publié : Transplantation. 2005 Sep 15;80(5):660-5 (cf 
chapitre IX) :  
• chirurgie et anesthésie de tous les animaux opérés 
• injections quotidiennes de ciclosporine et soins courants sur toute la durée du 
protocole 
• préparation et culture cellulaire 
• préparation des échantillons après sacrifice des animaux 
• collecte des données 
• participation à l’analyse des données et à la rédaction finale de l’article 
 
Collaborations et aides pour l’élaboration du projet : 
• Agnès Maurel : collaboration active pour toutes les manipulations en laboratoire et 
expertise en culture de cellules, PCR, Western blot… 
• Alain Hagège et Laurent Sabbah : cardiologues référents de l’étude pour les 
échocardiographies 
• Alvine Bissery : analyse statistique 
• Chantal Mandet, Patrick Bruneval : préparation des lames et analyse histologique 
• Professeur Philippe Menasché : Directeur du travail et véritable référent, du début 
jusqu’à la finition complète. Aide et soutien intellectuel, financier, logistique, 
psychologique et rédactionnel 
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1- Le choc thermique (chaud ou froid) peut-il améliorer la greffe 
de myoblastes squelettiques dans le myocarde infarci ? 
 
Introduction 
 
Au cours des dernières années, la greffe de myoblastes squelettiques (MS) est apparue comme 
une nouvelle option thérapeutique potentielle pour la réparation du myocarde après un 
infarctus. Plusieurs études expérimentales ont démontré que les MS peuvent se greffer sur les 
cicatrices constituées après un infarctus, pour se différencier en myotubes et améliorer la 
fonction cardiaque (Al Attar 2003). Toutefois, le faible taux de survie des cellules greffées 
représente une limitation majeure de cette intervention. Même si la mort et la prolifération 
cellulaires après injection de MS dans les tissus musculaires squelettiques sont des 
événements ayant fait l’objet d’études intensives (Beauchamp 1999, Guerette 1997, Skuk 
2004), il n’existe que relativement peu de données concernant le myocarde infarci (Tambara 
2003, Suzuki 2004). La présente étude est destinée à aborder cette question et à déterminer si 
l’application d’un stress thermique avant la greffe, par le chaud (heat shock : HS) ou le froid 
(cryo-congélation : Cryo) est susceptible d’améliorer la survie des myoblastes par 
l’intermédiaire d’une rétrorégulation positive des protéines de choc thermique (HSP, heat 
shock proteins), qui ont un rôle cytoprotecteur (Bouchentouf 2004, Mosser 2000, Buzzard 
1998). 
Pour suivre les MS après greffe, nous avons utilisé un système quantitatif de double marqueur, 
fondé sur la méthode de Partridge (Beauchamp 1997), qui consiste à greffer des MS de rats 
mâles nouveau-nés exprimant la β-Galactosidase (β-Gal) dans des cœurs de rats femelles. 
Lors de la mort cellulaire, il se produit rapidement une fuite de la β-Gal soluble 
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cytoplasmique, dont la quantification reflète la perte cellulaire précoce. En revanche, le 
chromosome Y, mesuré par réaction de polymérisation en chaîne (PCR) en temps réel du gène 
Y de la région déterminant le sexe (sry), est toujours transmis aux cellules filles et fournit une 
estimation quantitative du nombre total de cellules dérivées du donneur présentes dans le tissu. 
Le rapport entre les marqueurs de β-Gal et du gène Y constitue ainsi un indice de la 
prolifération cellulaire. 
 
Matériel et méthodes 
 
Les expériences menées ont respecté les Principes relatifs aux soins des animaux de 
laboratoire énoncés par la National Society for Medical Research et le Guide pour les soins et 
l’utilisation des animaux de laboratoire préparé par l’Institute of Laboratory Animal 
Resources, la Commission on Life Science, le National Research Council, et publié par 
National Academy Press (texte révisé en 1996). 
 
Production de myoblastes mâles exprimant la β-Galactosidase et traitements thermiques 
Les cultures primaires de cellules musculaires ont été préparées à partir de rats mâles 
nouveau-nés Lewis (Janvier), comme décrit par ailleurs (Scorsin 2000, Pouzet 2000). Vingt-
quatre heures après le début de la culture cellulaire, les cardiomyocytes ont été laissés sans 
traitement ou ont été soumis à un choc HS (incubateur à 42°C équilibré avec du CO2 à 5% 
pendant 70 minutes), puis infectées avec l’adénovirus β-Gal (promoteur du cytomégalovirus 
[CMV], Genethon) avec un facteur 100 (30 min sans SFV). Vingt heures plus tard, des 
échantillons de 5 x 106 cellules mâles fraîches ou soumises à un choc HS et exprimant la β-
Gal ont été préparées. Le troisième groupe expérimental était constitué de MS mâles β-Gal 
qui ont été congelés conformément aux procédures standard dans un milieu MEM 
(Gibco/BRL) avec SFV à 20% et DMSO (Sigma) à 10%, jusqu’à la décongélation le jour de 
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la greffe. La proportion de MS a été estimée par immunomarquage par la desmine (clone D33, 
DAKO), méthode décrite par ailleurs (Scorsin 2000, Pouzet 2000), et atteignait en moyenne 
36,4% [32,5–42%] au moment de la greffe. L’expression de β-Gal a été confirmée par un 
examen immunocytochimique après fixation dans du glutaraldéhyde à 0,25% et coloration par 
incubation d’une nuit dans du 5-bromo-4-chloro-3-indoyl-β-D-galactopyranoside (1 g/l), 
ferricyanure de potassium (5 mmol/l), et MgCl2 (2 mmol/l). L’expression d’HSP a été 
confirmée par analyse Western-blot (logiciel ImageQuant 5.2 d’analyse de densitométrie 
quantitative Western-blot, Molecular Dynamics) après incubation avec l’anticorps 
monoclonal anti-HSP70 (1 :500, Stressgene) révélé avec un deuxième anticorps conjugué à la 
peroxydase de raifort (1 :1000, Jackson Immunoresearch). 
Les effets cellulaires protecteurs attendus induits par les modifications thermiques ont été 
évalués par l’estimation de la mort cellulaire in vitro (par apoptose/nécrose) après un stress 
oxydatif (H2O2 100 µmol/l, 20 minutes, 37°C) par marquage fluorescent à l’aide de colorants 
vitaux fluorescents (Molecular Probe) : le SYTO13, 0,6 µmol/l (sonde permanente de 
marquage de l’ADN en vert) et l’iodure de propidium, 15 µmol/l (sonde non permanente de 
marquage de l’ADN en orange). Cette évaluation a été effectuée 20 heures après le traitement 
HS ou la décongélation dans le groupe Cryo. 
 
Modèle de lésions myocardiques 
Soixante-quatre rates Lewis (Janvier) ont été anesthésiées avec de l’isoflurane (Minerve) et un 
infarctus du myocarde a été généré par thoracotomie gauche, comme décrit par ailleurs 
(Scorsin 2000, Pouzet 2000). Huit jours après l’intervention, les animaux ont été randomisés 
pour recevoir, au niveau de l’infarctus et des zones péri-lésionnelles, des injections de milieu 
de culture seul (MEM avec ASB à 0,5%), ou 5 x 106 cellules fraîches, HS ou Cryo dans un 
volume de 150 µL. Les rats ont été sacrifiés 3 et 15 jours plus tard (n = 8 pour chaque groupe, 
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à chacun de ces deux moments). Malgré l’utilisation de souches syngéniques, un traitement 
par la ciclosporine (10 mg/kg/j, i.p., Novartis) a été instauré pendant toute la durée de l’étude, 
en raison de l’immunogénicité du transgène β-Gal, utilisé pour le suivi cellulaire. 
 
Suivi des cellules greffées 
Après sacrifice, les ventricules gauches, y compris le septum (n = 6 par groupe) ont été isolés 
et congelés dans de l’azote liquide, puis des homogénats ont été préparés. Des aliquotes ont 
été conservés pour le dosage de l’activité β-Gal et l’extraction de l’ADN. 
 
Mesure de l’activité β-Gal 
Après le dosage de la concentration en protéines des surnageants (trousse BCA, Pierce), 
l’activité β-Gal a été mesurée par une méthode luminométrique (β-Gal Reporter Gene Assay, 
Roche Diagnostics). Chaque réaction a été effectuée en triple exemplaire pour trois 
concentrations différentes. Les étalons internes ont été des échantillons de β-Gal à des 
concentrations connues. L’éventuelle corrélation avec le nombre de cellules a été établie au 
moyen de la valeur à 100% (c’est-à-dire le nombre de cellules présentes après injection de 
5 x 106 cellules dans un ventricule gauche de rate immédiatement homogénéisé). Les résultats, 
exprimés en pourcentage de cellules survivantes, ont été normalisés par rapport aux 
concentrations en protéines et au nombre de cellules. 
 
Mesure du chromosome Y 
L’ADN a été extrait de l’ensemble des homogénats de ventricules gauches (Wizard Genomic 
DNA Purification kit ; Promega) puis a été analysé par PCR en temps réel à l’aide d’un 
appareil LightCycler (Roche Diagnostics) et du mélange réactif Fast Start DNA MasterPLUS 
SYBRGreen I (Roche Diagnostics). Chaque réaction a été effectuée en triple exemplaire dans 
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des conditions de réaction standard pour deux concentrations différentes. Le logiciel Primer 
Express a été utilisé pour produire les amorces directes SRYforward 5’-
CAGACTCATCGAAGGG-3’ et inverses SRYreverse 5’-CTGGTTCTTGGAGGACT-3’ 
pour l’amplification de la région de 161 pb du gène sry (l’ADN généré a été évalué par 
séquençage). Le vecteur pGEM-T easy vector (Promega) contenant cette séquence de 161 pb 
a été utilisé comme témoin de rendement et de spécificité de l’amplification. Les résultats, 
exprimés en pourcentage de cellules survivantes, ont été normalisés par rapport à l’ensemble 
des homogénats de ventricules gauches et au nombre de cellules. 
 
Immunohistofluorescence et hybridation fluorescente in situ (FISH) 
Les cœurs (n = 2 par groupe) ont été congelés dans de l’OCT (Tissue-Tek). Les cryocoupes 
(7 µm) ont été fixées dans de l’acétone et préparées pour un examen par 
immunohistofluorescence destiné à détecter la formation de tissu musculaire squelettique 
après greffe. Après incubation avec un anticorps anti-chaîne lourde de la myosine rapide 
(FMyHC, 1 :300, Sigma), la détection a été effectuée à l’aide d’un deuxième anticorps 
conjugué à la cyanine 3 (1 :700, Fluorolink Cy3, Amersham). Ensuite, des lames ont été 
préparées pour l’examen FISH destiné à détecter les cellules mâles. Après fixation (PAF à 
4%) et digestion (protéinase K 15 mg/l, Eurobio), les coupes ont été fixées dans du méthanol, 
puis dans une solution de Carnoy. La sonde Y 9.1ES8 dénaturée (Essers 1995), colorée à la 
fluorescéine par « déplacement de brèche » (« nick-translation ») a été hybridée aux tissus 
dénaturés (formamide à 70%), avec incubation pendant une nuit. Les lames ont été ensuite 
contre-colorées par DAPI (1 mg/l de milieu de montage VectaShiel, AbCys) puis examinées à 
la recherche de cellules à la fois FMyHC- (filtre de bande passante TRITC, Omega) et Y-
positives (filtre de bande passante FITC, Omega) et de cellules uniquement Y-positives. Deux 
investigateurs indépendants ont déterminé le nombre de signaux FMyHC-positifs parmi les 
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200 noyaux Y-positifs (filtre de bande passante DAPI, Leica) sous microscopie à fluorescence 
(Leica). 
 
Analyse des données 
Les données ont été comparées par des tests non paramétriques de Kruskall et Wallis, suivis 
d’une correction de Holm pour comparaisons multiples. Les résultats sont exprimés sous 
forme de valeurs médianes (minimum-maximum). Le seuil de signification statistique a été 
fixé à P < 0,05. 
 
Résultats 
 
Effets cytoprotecteurs in vitro des traitements thermiques par induction de l’expression 
des protéines de choc thermique (HSP) 
Nous avons d’abord essayé différentes associations de températures (42°C et 43°C) et de 
durée (30 et 60 minutes) pour induire l’expression des HSP et avons trouvé que les meilleures 
conditions étaient une température de 42°C pendant 70 minutes, 24 heures après le début de la 
culture de cellules primaires et 20 heures avant la récolte des cellules pour la greffe. L’analyse 
de densitométrie quantitative Western-blot a montré que, comparativement au groupe de 
cellules fraîches, l’expression des HSP70 a été respectivement six et sept fois supérieure dans 
les groupe Cryo et HS (Fig. 1A). 
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FIGURE 1. Corrélation entre la surexpression de HSP70 et la survie cellulaire. (A) Analyse Western-blot 
confirmant un niveau plus élevé d’expression de HSP70 (immunobuvardage de HSP70 représentatif) 20 heures 
après décongélation ou traitement, comparativement aux cellules fraîches témoin. La surexpression a été 
déterminée comparativement à la coloration au rouge Ponceau (données non présentées). (B) Évaluation de la 
cytoprotection conférée par les deux traitements thermiques par rapport à un stress oxydatif (H2O2 100 µmol/l 
pendant 20 minutes). Les pourcentages de cellules morphologiquement mortes (cellules fraîches, Cryo et HS) 
après incubation avec de l’H2O2 ont été déterminés grâce au double marquage par sonde SYTO13 et iodure de 
propidium. Les données résultent de trois expériences indépendantes, chacune réalisée en triple (300 cellules par 
boîte). 
 
Une estimation de la mort cellulaire in vitro a ensuite été effectuée pour confirmer les effets 
protecteurs des HSP contre les lésions cellulaires induites par le peroxyde d’hydrogène. La 
Figure 1B montre que les deux traitements thermiques ont considérablement diminué la 
mortalité cellulaire liée à l’apoptose/la nécrose, le taux de mort cellulaire diminuant de 92% 
[90–95%] dans le groupe de cellules fraîches à respectivement 65% [61–70%] et 65% [59–
69%] dans les groupes Cryo et HS. 
 
Expression de la β-Galactosidase portée par un vecteur adénoviral et utilisée comme 
marqueur semi-conservateur : stabilité et absence d’effet du stress et de la 
différenciation 
Vingt-quatre heures après l’infection adénovirale, les cultures primaires de MS de rats 
nouveau-nés ont été colorées pour marquer l’expression de la β-Gal. Sur plus de 3 000 
cellules comptées, 93,7% [90,8–96.7%] étaient β-Gal-positives (Fig. 2A). Dans les cultures 
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cellulaires, l’expression des protéines a été stable pendant environ 3 semaines (données non 
présentées), ce qui a validé l’utilisation de la β-Gal comme marqueur semi-conservateur pour 
le suivi cellulaire in situ pendant la durée de notre protocole. En outre, ni l’infection virale ni 
l’expression des protéines β-Gal n’ont interféré sur le potentiel de différenciation myogène, 
comme l’a montré la formation de petits myotubes et la coloration concomitante de FMyHC 
et β-Gal dans les structures cellulaires aux sites d’injection 3 et 15 jours après la greffe 
(données non présentées). 
 
Il existe peu de données concernant l’influence de la différenciation ou du traitement HS sur 
l’expression de la β-Gal par les cellules après transduction. Par conséquent, nous avons évalué 
l’activité β-Gal dans un ventricule gauche de femelle après injection de 5 x 106 cellules 
fraîches, Cryo ou HS et homogénéisation immédiate (temps 0) (Fig. 2B). Cette activité a été 
comparée à celle observée après 3 et 15 jours de culture cellulaire. Dans chacun des groupes, 
il n’y a pas eu de modification d’activité β-Gal entre le temps 0 (cellules fraîches, 2,5 [2,2–
2,7] ; Cryo, 3,0 [2,3–3,1] ; HS, 3,1 [2,7–3,3] unités arbitraires [u.a.]/mg de protéines) et celle 
observée à 3 jours (cellules fraîches, 2,7 [2,2–2,8] ; Cryo, 2,9 [2,2–3,3] ; HS, 3,3 [2,9 –3,5] 
u.a./mg de protéines) ou 15 jours (cellules fraîches, 2,4 [2,1–2,7] ; Cryo, 2,9 [2,7–3,2] ; HS, 
3,0 [2,8– 3,3] u.a./mg de protéines). Ces résultats montrent que l’expression de la β-Gal n’a 
pas été affectée par la différenciation myogène in vitro ou les traitements thermiques. Le 
pourcentage de cellules β-Gal-positives a ensuite été exprimé par rapport au nombre de 
cellules présentes dans le tissu cible au temps 0, pour éviter une surestimation artéfactuelle 
susceptible de se produire lorsque les valeurs basales à 100% font uniquement référence au 
culot cellulaire (Skuk 2003). 
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FIGURE 2. La β-Galactosidase en tant que marqueur semi-conservé. (A) Culture primaire de MS de nouveau-
nés mâles exprimant la β-Gal. Vingt heures après l’infection, la coloration de la β-Gal a montré que presque 
toutes les cellules expriment une β-Gal cytoplasmique (amplification 40x). (B) Mesure de l’activité de la β-Gal 
par méthode de chimioluminescence dans les cellules fraîches, Cryo et HS immédiatement après leur injection 
dans le tissu cardiaque et dans les cultures cellulaires à 3 et 15 jours. Les données résultent de trois expériences 
indépendantes, chacune réalisée en triple pour trois concentrations différentes.  
 
 
Dans le cœur de l’hôte, perte rapide de la majorité des MS après greffe 
intramyocardique et prolifération des MS survivants 
Comme attendu, la majorité des MS frais greffés a rapidement disparu, ce qui a été mis en 
évidence par une diminution considérable de l’activité β-Gal au cours des 3 jours suivant la 
greffe, résultant en un taux de survie de 4,1% ([0,3–7,1%] Fig. 3A). La perte du marqueur du 
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chromosome Y a été concomitante (activité résiduelle de 3,8% [0,2–10%] ; Fig. 3A). Par 
conséquent, le rapport β-Gal /ADN mâle 3 jours après la greffe a été de 0,9 [0,1–3,7] u.a. (Fig. 
4), ce qui indique l’absence de prolifération à ce moment précoce. La disparition des MS du 
donneur après greffe a été encore plus importante par la suite puisque 15 jours après la greffe 
on ne détectait que 1,2% [0,4–1,9%] de l’activité β-Gal (Fig. 3B). En revanche, à ce moment-
là, les cellules mâles Y-positives représentaient 25,1% [21,5–36,7%] de la population initiale 
(Fig. 3B), ce qui démontre un taux de prolifération active des cellules survivantes (29,4 [12,4 
–57], Fig. 4). 
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FIGURE 3. Survie précoce (A) et tardive (B) des MS mâles exprimant la β-Gal, après greffe dans des cœurs 
hôtes femelles post-infarctus. L’activité β-Gal (histogrammes vides), mesurée par méthode de 
chimioluminescence, et la quantité de chromosome Y (histogrammes hachurés), mesurée par PCR quantitative 
en temps réel, sont présentées sous forme de pourcentages de cellules par rapport à la valeur à 100% (n = 6 dans 
chaque groupe). *P = 0,016 cellules fraîches vs. HS ; **P = 0,004 cellules fraîches vs. Cryo ; #P = 0,014 cellules 
fraîches vs. Cryo ; ##P = 0,006 cellules fraîches vs. HS. 
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FIGURE 4. Prolifération des cellules greffées ayant survécu 3 et 15 jours après la greffe. #P = 0,027 cellules 
fraîches vs. Cryo ; ##PP = 0,006 cellules fraîches vs. HS. 
 
 
Dans le cœur de l’hôte, le choc thermique améliore la survie précoce et retardée, mais 
provoque une diminution de la prolifération cellulaire  
Trois jours après la greffe, le nombre de cellules survivantes β-Gal-positives a été 
significativement plus élevé dans les deux groupes soumis à un traitement thermique par 
rapport au groupe des cellules fraîches, se traduisant par des taux de survie de respectivement 
16,7% (10,8–25,1%) et 15,8% [2,2–27,7%] dans les groupes Cryo et HS (P = 0,004 cellules 
fraîches vs. Cryo ; P = 0,016 cellules fraîches vs. HS ; Fig. 3A). Deux semaines après la 
greffe, le taux global de survie était un peu plus faible mais les effets protecteurs des deux 
traitements thermiques étaient encore apparents, avec des taux de survie moyens respectifs de 
11,1% [4,7–13,8%] et 9,1% [6–15,9%] dans les groupes Cryo et HS (P = 0,014 cellules 
fraîches vs. Cryo ; P = 0,006 cellules fraîches vs. HS ; Fig, 3B). 
 
La perte du chromosome Y a été concomitante à celle des valeurs de β-Gal 3 jours après la 
greffe (Cryo : 11,9% [0,4 –37,2%] ; HS : 16% [1,3– 40,7%], Fig. 3A), reflétant ainsi une 
absence de prolifération (Cryo : 0,7 [0 –2,2] ; HS : 1,2 [0,1– 8,6] u.a. ; Fig. 4). En revanche, 
 31 
15 jours après la greffe, une augmentation significative des cellules mâles a été observée 
(Cryo : 48,8% [16,2–79,4%] ; HS : 22,8% [18,1–52,2%] ; Fig. 3B) mais cette prolifération 
(Cryo : 4,4 [1,2–16,9] ; HS : 2,6 [1,8–6,4] u.a, Fig, 4) était encore significativement plus 
faible dans le groupe des cellules fraîches (cellules fraîches vs. Cryo : P = 0,027 ; cellules 
fraîches vs. HS : P = 0,006 ; Fig. 4). En raison d’un schéma inversement proportionnel dans le 
temps entre les faibles taux de survie et les taux élevés de prolifération du groupe des cellules 
fraîches et les taux de survie élevés et de prolifération réduits dans les groupes HS et Cryo, le 
nombre total de cellules du donneur finalement identifiées 15 jours après la greffe n’était pas 
significativement différent dans les trois groupes. 
 
Expression d’un phénotype musculaire squelettique dans la majorité des cellules 
greffées survivantes 
Après colorations séquentielles des coupes cardiaques pour détection de FMyHC et 
chromosome Y par respectivement immunohistochimie et FISH, les cellules myogènes 
représentaient 79,3% [66,8–91,8%] des cellules greffées des donneurs mâles, sans différences 
entre les groupes 3 ou 15 jours après la greffe (Fig. 5A et B). Aucun signe de fusion entre les 
MS greffés et les cardiomyocytes hôtes n’a été observée (absence de polyploïdie) dans les 
coupes examinées. 
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FIGURE 5. Coloration séquentielle par fluorescence/FISH pour la détection du FMyHC (rouge) et du 
chromosome Y (sonde 9.1ES8, vert) pour déterminer le pourcentage de cellules dérivées du muscle squelettique 
dans la population de cellules mâles greffées, sur les coupes de cryostat. Limites (A) et centre (B) des zones 
greffées (n = 12). (C) Témoin positif pour la sonde 9.1ES8 (amplification 100 X) 
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Discussion 
 
La mort cellulaire constitue une limitation bien reconnue de la greffe de MS, qui peut 
sérieusement compromettre les bénéfices des transplantations de cellules, puisque le résultat 
fonctionnel des cœurs ayant bénéficié d’une greffe de myoblastes après un infarctus semble 
étroitement corrélé au nombre de cellules injectées (Tambara 2003). Cependant, les tentatives 
pour surmonter ce problème en augmentant sensiblement le nombre de cellules injectées sont 
limitées par des aspects significatifs sur le plan clinique (durée des cultures, volume pouvant 
être injecté en toute sécurité et coût). Il est donc probable qu’une approche plus intéressante 
consiste à mettre au point des stratégies d’optimisation de la survie cellulaire post-greffe. Cela 
nécessite de disposer d’études fournissant des données quantitatives sur la fraction de survie 
des myoblastes injectés et la capacité de prolifération des cellules survivantes. La présente 
étude avait donc pour objectif principal de suivre l’évolution des MS injectés dans le 
myocarde infarci en utilisant le système initialement décrit par Partridge (Beauchamp 1997), 
qui repose sur les modes héréditaires distincts de deux marqueurs après division cellulaire. Le 
premier marqueur était un transgène de β-Gal porté par un adénovirus, maintenu en position 
épisomique non intégrative dans le noyau et transmis d’une manière semi-conservative, 
aboutissant à un nombre de copies stable indépendamment du nombre de cellules. Le 
deuxième marqueur était le chromosome Y, naturellement transmis de manière conservative, 
aboutissant à une augmentation du nombre de copies en fonction du nombre de cellules. 
Même si on peut rétorquer que la captation des débris cellulaires par les macrophages et 
l’internalisation ultérieure de l’ADN résultant est susceptible de conduire à une surestimation 
du nombre de copies de cellules Y, nos résultats ne corroborent pas cette réserve, puisqu’ils 
montrent que la majorité des cellules Y-positives ont également un phénotype spécifique au 
muscle squelettique. 
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Avec ces systèmes d’analyse, nos résultats montrent que la plupart des MS frais issus des 
cultures primaires meurent peu après la greffe au niveau de la cicatrice d’infarctus. Cependant, 
les cellules restantes gardent leur capacité à se diviser à un taux qui ne rattrape pas la perte 
initiale avant la différenciation en structures musculaires squelettiques. Ces résultats sont 
proches de ceux précédemment décrits dans le muscle squelettique par Beauchamp 
(Beauchamp 1999) sauf que dans leurs expériences, les deux courbes de survie et de 
prolifération ont commencé à diverger plus tôt que dans notre étude ; cette différence 
s’explique peut-être par le fait que le protocole de Beauchamp comportait une greffe de 
cellules dans des muscles pré-irradiés de souris dystrophiques, qui constituent un 
environnement hôte optimisé pour la prolifération des MS (Beauchamp 1999). Nous avons 
également observé une mortalité cellulaire initiale plus importante que celle décrite dans les 
cœurs de rats normaux ayant reçu des injections de myoblastes immortalisés (Suzuki 2004). 
Une explication plausible de cette différence est notre utilisation de cellules issues de cultures 
primaires et injectées dans un tissu infarci, associé à une inflammation locale, une fibrose et 
un remodelage, qui ont pu contribuer à augmenter la mort cellulaire précoce. L’analyse 
détaillée des raisons du faible taux de greffon cellulaire fonctionnel dépasse le champ de la 
présente étude. Les données de la littérature suggèrent toutefois qu’à part la fuite physique des 
cellules injectées dans la circulation systémique, plusieurs facteurs contribuent à la perte des 
cellules restées dans le myocarde, notamment l’hypoxie cellulaire liée à la faible 
vascularisation des tissus cicatriciels ciblés et le profil inadéquat des cellules greffées par 
rapport à la matrice extracellulaire. Ces mécanismes sont mis en évidence dans les études 
montrant qu’il est possible d’améliorer la greffe cellulaire de façon importante en augmentant 
l’angiogénèse dans la zone greffée (Azarnoush 2005) et en incluant les cellules dans une 
matrice tridimensionnelle bio-résorbable (Christman 2004). Avec ce raisonnement à l’esprit, 
nous avons testé l’hypothèse selon laquelle l’augmentation de la production des HSP 
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déclenchée par un stress thermique avant greffe (facile à mettre en œuvre cliniquement HS ou 
Cryo), pouvait également contribuer à augmenter la survie cellulaire en agissant sur d’autres 
composants de la mort cellulaire comme l’apoptose et les lésions oxydatives. 
L’exposition des myoblastes à une température de 42°C pendant 70 minutes a été à l’origine, 
comme attendu, d’une augmentation de plusieurs protéines HSP, y compris HSP70. Ceci a été 
associé à une augmentation de la survie cellulaire précoce, ce qui corrobore une publication 
antérieure (Suzuki 2000) démontrant que l’application d’un choc thermique sur une lignée 
cellulaire de myoblastes (42°C, 60 min) provoque une augmentation de l’expression de 
HSP72 et entraîne un quasi-doublement de la survie de la greffe. Fait intéressant, le traitement 
Cryo a également induit une surexpression de HSP70 semblable à celle obtenue avec une 
procédure de chauffage classique, ce qui concorde avec les études de micropuces à ADN 
montrant que les gènes de secours cellulaire, y compris ceux codant pour les HSP, font partie 
de ceux principalement surexprimés par le traitement Cryo (Odani 2003). Même si la présente 
étude n’est pas destinée à explorer les aspects mécanistiques, on peut supposer que 
l’amélioration des taux de survie des myoblastes observés dans les cœurs ayant reçu des 
cellules HS et Cryo, par rapport à ceux ayant reçu des cellules fraîches, est au moins 
partiellement due aux multiples effets cyto-protecteurs des HSP. Ces effets font intervenir une 
augmentation des défenses anti-oxydatives (Suzuki 2004, Yamashita 1997), une diminution 
de p53 (Chen 1999), une induction de Bcl2 (Wang 1999), une inhibition de l’activation de la 
protéase caspase 3 liée au CED-3 et de la kinase N terminale c-Jun/protéine kinase activée par 
le stress (Guerette 1997, Buzzard 1998). 
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Limites  
 
Toutefois, les bénéfices de cette augmentation de survie précoce ont été affectés par la 
diminution du taux de prolifération ultérieure dont les raisons ne sont pas encore expliquées. 
Il est improbable qu’il s’agisse d’un effet indésirable de la ciclosporine puisque ce 
médicament a été administré à la même dose dans le groupe ayant reçu une injection de 
myoblastes frais. En revanche, comme la chaleur modifie la stabilité de la chromatine (Roti 
Roti 1992, Honda 2001), on peut supposer que le choc thermique désactive les gènes régulant 
la division cellulaire et stimule plutôt les voies de différenciation. Sinon, il est possible qu’en 
raison de l’abondance initiale des cellules HS ou Cryo dans le tissu greffé, on atteigne plus 
rapidement le seuil de densité au delà duquel les contraintes spatiales, inhérentes aux limites 
relativement inextensibles du micro-compartiment fibrotique dans lequel elles sont greffées, 
les conduisent vers la différenciation. À la fin de la période d’observation, le nombre total de 
cellules dérivées du donneur n’était pas différent entre les groupes ; or, dans les deux groupes 
soumis aux traitements thermiques avant greffe, le taux de survie à 15 jours après la greffe 
n’était pas supérieur à 15%, ce qui suggère indirectement que l’apoptose, normalement 
diminuée par une sur-expression des HSP, ne joue qu’un rôle relativement minime dans la 
perte des cellules greffées, comparativement aux autres facteurs mentionnés. Un résultat plus 
encourageant a été que nos données d’examens d’immunohistochimie et FISH ont montré une 
survie/prolifération plutôt sélective des composants myogènes de l’injecta initial (qui ne 
contenait que 36,4% de cellules desmine-positives), ce qui corrobore l’existence d’une 
relative résistance des MS aux environnements inhospitaliers comme les cicatrices post-
infarctus. 
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Conclusion 
 
La présente étude permet de quantifier davantage les profils de mort cellulaire et de 
prolifération des MS greffés dans un myocarde après un infarctus. Nous avons pu établir un 
banc d’essai pour tester les stratégies d’augmentation de la survie cellulaire et les résultats 
obtenus suggèrent un intérêt limité des traitements thermiques HS pour l’amélioration de la 
greffe cellulaire, ainsi que l’absence d’effets délétères du traitement Cryo. Ce dernier résultat 
est particulièrement important sur le plan clinique puisque les contraintes logistiques 
inhérentes au transport sur de longues distances pourraient bénéficier des techniques de 
cryoconservation cellulaire. 
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2- Amélioration des bénéfices fonctionnels de la greffe de 
myoblastes squelettiques par l'administration associée au 
Hypoxia-inducible factor 1α (HIF 1α) 
 
Un deuxième travail était mené, en même temps, partant de l’hypothèse de départ sur la 
mortalité cellulaire du greffon. L’amélioration des conditions locales d’ischémie par 
l’association de la thérapie cellulaire à la thérapie génique était l’axe choisi. Les travaux sur le 
vascular endothelial growth factor (VEGF) était nombreux (Hedman 2003), sans résultat 
extraordinaire. Hypoxia Inducible Factor (HIF) est découvert par Semenza (Semenza 1991). 
HIF-1 est un hétérodimère obligatoire qui comprend un composant alpha de 826 acides 
aminés. Sur le plan du génome, on le retrouve constituée de 15 exons, sur le chromosome 14 
(14q21-q24). En condition hypoxique, le HIF 1 α n’est plus hydroxylé par le HIF-prolyl-
hydroxylase et s’associe avec la sous unité β pour activer environ 20% de l’ADN nucléaire de 
la cellule pour la mise en route des éléments de survie.  
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Audrey Bergeron (24 novembre 2007) 
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Apport personnel pour ce travail, publié : J Thorac Cardiovasc Surg. 2005 Jul;130(1):173-9. 
(cf chapitre IX) :  
• chirurgie et anesthésie de tous les animaux opérés 
• injections quotidiennes de ciclosporine et soins courants sur toute la durée du 
protocole 
• préparation et culture cellulaire 
• préparation des échantillons après sacrifice des animaux 
• collecte des données 
• participation à l’analyse des données, rédaction finale de l’article 
 
Collaborations et aides pour l’élaboration du projet : 
• Agnès Maurel et Claire Carrion : collaboration active pour toutes les manipulations en 
laboratoire et expertise en culture de cellules, PCR, Western blot… 
• Alain Hagège et Laurent Sabbah : cardiologues référents de l’étude pour les 
échocardiographies 
• Alvine Bissery : analyse statistique 
• Julia Pouly : aide au comptage de l’angiogenèse 
• Patrick Bruneval, Chantal Mandet : préparation des lames et analyse histologique 
• Professeur Philippe Menasché : directeur du travail et véritable référent, du début 
jusqu’à la finition complète. Aide et soutien intellectuel, financier, logistique, 
psychologique et rédactionnel. 
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« Amélioration des bénéfices fonctionnels de la greffe de myoblastes 
squelettiques par l'administration associée au Hypoxia-inducible factor 
1α (HIF 1α) » 
 
Introduction 
 
Au cours des dernières années, la greffe cellulaire est apparue comme une nouvelle option 
thérapeutique potentielle chez les insuffisants cardiaques (Menasché 2004). Cette approche 
s'appuie sur un nombre important d'études expérimentales qui ont montré que l'implantation 
de différents types de cellules dans le tissu cicatriciel pouvait régénérer les régions concernées 
grâce à des modifications favorables dans le remodelage de la matrice extracellulaire (Fujii 
2003), la contribution directe à l'activité contractile (Rubart 2003) ou le recrutement selon un 
mode paracrine d'un groupe résidant de cellules souches cardiaques (Beltrami 2003, Oh 
2003) : principalement les myoblastes squelettiques (Scorsin 2000, Pouzet 2001, Murry 1996) 
(Taylor 1998), les cellules mésenchymateuses dérivées de la moelle osseuse (Shake 2002) et 
les cellules souches embryonnaires (Min 2002). Ces données ont ouvert la voie à des essais 
cliniques précoces s'appuyant sur des techniques chirurgicales (Menasche 2003) ou de 
cathétérisme (Smits 2003) dont les résultats fonctionnels, bien qu'encourageants, nécessitent 
d'être validés ultérieurement par des essais randomisés, certains étant déjà en cours.  
Cependant, l'un des principaux facteurs limitant de la technique est le taux massif de mort 
cellulaire survenant rapidement après les injections (Zhang 2001), en grande partie en raison 
de la nature ischémique de l'environnement dans lequel sont implantées les cellules. Cette 
hypothèse a donc conduit au concept selon lequel, corrélativement, la survie cellulaire et 
l'amélioration fonctionnelle qui est supposée en découler pourraient s'accroître par une 
amélioration de la perfusion vasculaire de la zone greffée. La présente étude a donc été 
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conçue pour tester cette hypothèse en évaluant, dans un modèle d'infarctus du myocarde chez 
le rat, les effets de l'association d'une greffe de myoblastes squelettiques et du facteur de 
transcription induit par l'hypoxie 1α (HIF-1α), qui est un gène de survie régulant l'expression 
de plusieurs gènes codant pour des facteurs de croissance angiogéniques (Semenza 1991, 
Semenza 2002). 
 
Méthodes 
Les expérimentations ont été conformes aux « Principles of Laboratory Animal Care » 
(Principes relatifs aux soins des animaux de laboratoire) formulés par la National Society for 
Medical Research et au « Guide for the Care and Use of Laboratory Animals » (Guide pour 
les soins et l’utilisation des animaux de laboratoire) préparé par l’Institute of Laboratory 
Animal Resources, Commission on Life Science, National Research Council et publié par 
National Academy Press, révisé en 1996. 
 
Cultures cellulaires 
Les cultures de cellules musculaires primaires ont été préparées à partir de rats mâles 
nouveau-nés Wistar (Charles Rivers, L’Arbresle, France) en utilisant un protocole 
préalablement établi. Le jour de la greffe, les cellules ont été décongelées et lavées 3 fois dans 
du milieu d’Eagle modifié additionné de 0,5 % d'albumine sérique bovine (fraction V; Sigma, 
St Louis, Mo, USA). Des échantillons de 5 x 106 cellules ont été préparés et conservés à 
température ambiante jusqu'à la greffe. La viabilité et le pourcentage des myoblastes 
squelettiques ont été respectivement évalués par exclusion au bleu de trypan et 
immunomarquage de la desmine.  
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HIF-1α 
L’hybride HIF-1α/VP-16 a été construit par isolement du gène HIF-1α au niveau de l'acide 
aminé 390 et jonction au domaine transactivateur du virus herpes simplex VP-16. 
L’expression génique est régulée par le gène promoteur du cytomégalovirus. L’efficacité de 
cette construction HIF-1α/VP-16 a été montrée in vitro et dans des expérimentations animales 
(Vincent 2000, Shyu 2002). Dans la présente étude, la construction a été insérée dans le 
génome d'un vecteur adénoviral 2 (Genzyme BioSurgery, Cambridge, Mass., USA), comme 
décrit précédemment (Vincent 2002, Jiang C. 2002). Le vecteur vide a été construit de façon 
similaire à Ad2/HIF-1α/VP16, excepté qu'il était dépourvu de transgène ; en conséquence, il a 
été montré qu’il induisait uniquement une légère réponse inflammatoire transitoire qui ne 
génère pas d'effets angiogéniques notables. 
 
Modèle d’infarctus du myocarde 
Des rates Wistar (Charles Rivers) ont été anesthésiées par isoflurane (1 %-3 %) sous un flux 
constant d'oxygène (1 à 2 l/min.) et ventilées par sonde endotrachéale. Un infarctus du 
myocarde a alors été provoqué par ligature de l'artère inter ventriculaire antérieure à l'aide 
d'un fil sertie : 6-0 polypropylène (Ethicon Inc, Somerville, NJ, USA), via une thoracotomie 
latérale gauche. 
 
Protocole expérimental 
Huit jours après la création de l'infarctus, le thorax a été réouvert par sternotomie médiane. 
Simultanément, les cellules ont été décongelées et préparées. Les rates ont ensuite été 
affectées de manière aléatoire en 5 groupes, traités par des injections intra myocardiques de 
milieu de culture seul (animaux témoins, n = 11), de myoblastes squelettiques seuls (5 x 106, 
n = 13), de HIF-1α encodé par adénovirus seul (1,0 x 1010 ufp /ml, n = 7) ou de myoblastes 
squelettiques (5 x 106) associés soit à un vecteur vide du HIF-1α (n = 3) soit au HIF-1α actif 
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(1,0 x 1010 ufp /ml, n = 13) après mélange des deux solutions dans la même seringue. Un 
sixième groupe (n = 9) a subi une approche par étapes, par laquelle le HIF-1α (1,0 x 1010 ufp 
/ml) était injecté au moment de l'infarctus, tandis que les myoblastes squelettiques (5 x 106) 
étaient administrés de la manière classique huit jours plus tard.  
Toutes les injections étaient sous un volume de 150 µl, administré dans quatre ou cinq sites du 
centre et sur les bords de la zone d’infarctus à l'aide d'une aiguille de 29 gauge. 
Une immunodépression par ciclosporine (DCI : ciclosporine, 10 mg/kg, Novartis Pharma, 
Rueil-Malmaison, France) était instituée au moment de l'infarctus du myocarde et poursuivie 
ensuite jusqu'à la fin de l’étude. 
 
Critères de jugement 
Fonction ventriculaire gauche. La fonction ventriculaire gauche (VG) a été évaluée au 
moyen d'une échocardiographie bidimensionnelle peu de temps avant les injections (c’est-à-
dire six et huit jours après l'infarctus) et au bout d'un mois, conformément au protocole 
préalablement décrit (Scorsin 2000). Après tracé des contours endocardiques à l'aide d’une 
technique de pointe, les longueurs et les surfaces maximales du VG selon l’axe longitudinal 
ont été mesurées sur un mode dynamique sur un cycle cardiaque à la fin de la diastole (au 
moment où la dimension apparente de la cavité est maximale) et à la fin de la systole (au 
moment du déplacement antérieur maximal de la paroi postérieure). Ces données ont ensuite 
été utilisées pour calculer le volume télédiastolique du VG (VTDVG), le volume 
télésystolique du VG (VTSVG) et la fraction d’éjection (FE ; FE (%) = 100 x (VTDVG – 
VTSVG / VTDVG) à l'aide de la méthode « surface-longueur » monoplan V = 8A²⁄3πL. 
Toutes les mesures ont été effectuées par un observateur expérimenté unique qui ne 
connaissait pas les groupes de traitement. La valeur retenue a été la moyenne des mesures sur 
trois à cinq cycles cardiaques consécutifs. 
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Prise de la greffe cellulaire et angiogenèse. Après la dernière évaluation 
échocardiographique, les animaux ont été sacrifiés. L'objectif principal de cette étude étant 
d'évaluer si la protection supplémentaire que devait assurer le HIF-1α était liée à une 
augmentation de l'angiogenèse, seuls les cœurs ayant reçu des injections de myoblastes seuls 
ou associés au HIF-1α ont été utilisés dans cette partie du protocole. Les cœurs de ces deux 
groupes ont été prélevés et séparés en deux en sectionnant suivant l'axe court la portion 
médiane de la région infarcie. Des études histologiques et immunohistochimiques ont été 
menées sur les deux blocs de chaque cœur à partir de coupes au cryostat de 5 µm d'épaisseur 
fixées dans l'acétone pendant 10 minutes. Pour l'évaluation histologique (c’est-à-dire étendue 
de la zone cicatricielle et prise de la greffe de myoblastes), les coupes ont été colorées au bleu 
de toluidine. Pour l'immunohistochimie, une technique classique en trois étapes utilisant les 
phosphatases alcalines (marquage rouge) et/ou la peroxydase (marquage marron) a été utilisée 
pour détecter les cellules myogéniques squelettiques (marquage rouge) à l'aide d'un anticorps 
monoclonal dirigé contre la chaîne lourde isoforme de la myosine rapide du muscle 
squelettique (clone My32, Sigma) ou les cellules endothéliales de rats (marquage marron) à 
l'aide d'un anticorps monoclonal dirigé contre les cellules endothéliales de rat (RECA; Serotec, 
Oxford, Royaume-Uni) ou les deux en pratiquant un examen immunohistochimique associé 
sur la même coupe tissulaire. 
Chez chaque rat, la coupe cardiaque comportant la meilleure prise de greffe de myocytes 
squelettiques a été sélectionnée pour quantifier l'angiogenèse. À cette fin, le nombre de 
coupes capillaires marquées au RECA a été compté dans une moyenne de 10 champs 
microscopiques sélectionnés au hasard, à l'aide d'un microscope classique équipé d'un 
oculaire quadrillé à grossissement x 10 ; le résultat est exprimé en nombre par unité de 
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champs (625 µm²). Le pourcentage de prise de greffe a été calculé par le ratio de la zone 
positive à la myosine sur la zone infarcie, mesuré par planimétrie numérique. 
 
Survie cellulaire. Dans un sous-groupe d'animaux impliquant la greffe de myoblastes mâles 
chez des receveurs femelles, les ventricules gauches extraits à la fin de l'étude ont été 
congelés ultra rapidement dans de l'azote liquide et stockés à -80 °C. Le tissu musculaire a été 
décongelé sur glace, broyé et lysé pour obtenir une solution homogène dans un tampon de 
lyse (Roche, Bâle, Suisse) à 4°C pendant une nuit. L’ADN a ensuite été isolé sur l'ensemble 
des homogénats à l’aide de la trousse de purification de l’ADN Wizard (Promega, 
Charbonnières, France) et dissous dans un tampon Tris-HCl (5 mmol/l, pH 8,5). 
Afin de déterminer la quantité de cellules mâles, nous avons utilisé SYBERGreen (Applied 
Biosystems, Foster City, Califn, USA), un test d’amplification en chaîne par polymérase 
(PCR) quantitatif, en temps réel, à base de colorant chimique présentant une affinité pour 
l’ADN double brin. Une séquence spécifique du chromosome Y du rat dans le gène sry (sex-
determining region y) a été utilisée pour déterminer les quantités relatives de cellules mâles 
après la greffe. Les amorces utilisées, 5’-CAGACTCATCGAAGGG-3’ (sens) et 5’-
AGTCCTCCAAGAACCAG-3’ (anti-sens) ont été conçues à l’aide du logiciel Primer 
Express (Applied Biosystems). Des quantités connues (1.5 x 10-7 à 1.5 x 10-10 g/l) d‘un 
vecteur de clonage pGEM-T easy comportant le fragment 161-bp spécifique du gène sry 
(pGEM-Teasy-SRY161), générées au moyen de l’amplification en chaîne par polymérase 
avec les amorces spécifiques du chromosome Y décrites ci-dessus, ont été utilisées comme 
étalon interne de l’efficacité et de la spécificité de l’amplification. Le nombre absolu de 
cellules survivantes comparé au nombre de celles initialement greffées a été extrapolé de la 
courbe d’étalonnage établie à partir de dilutions d’ADN génomique extrait de nombres 
connus de cellules de rats mâles (2.5 x 106 à 10 x 106) injectées dans un groupe séparé de 
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cœurs infarcis de femelles. La corrélation entre le nombre de cellules injectées et la quantité 
de produits sry de la PCR était excellente ; pour des effectifs de 2.5, 5, 7.5 et 10 x 106 cellules, 
la quantité de fluorescence (mesurée en triple exemplaire pour chaque lot de cellules) a atteint 
les valeurs moyennes de respectivement 2.62 x 10-2, 6.16 x 10-2, 9.83 x 10-2 et 14.2 x 10-2 
(précision de l’ajustement, 0.84). 
 
Analyse des données 
L'ensemble des études fonctionnelles et histologiques a été réalisé en aveugle. En raison du 
caractère inapproprié de l'hypothèse d'une distribution gaussienne des valeurs étant donné le 
faible effectif des échantillons, des tests non paramétriques ont été utilisés pour la 
comparaison entre les groupes et pour les différences au sein des groupes (respectivement 
tests de Mann-Whitney et Wilcoxon). Pour la même raison, les résultats sont exprimés sous 
forme de valeurs médianes (minimales- maximales). Le niveau critique α a été établi à 0,05 et 
la méthode de Holm a été utilisée pour l'ajustement en fonction des comparaisons multiples. 
 
Résultats 
 
Caractérisation des cellules injectées 
Au moment de la greffe, le pourcentage de cellules myogéniques, évalué à l'aide d'une 
coloration positive à la desmine, était de 38,6 %. Le taux de viabilité après décongélation, 
évalué par exclusion au bleu de trypan, était de 91 %. 
 
Résultats fonctionnels 
Les FE initiales déterminées par échographie, exprimées sous forme de valeurs médianes, 
variaient entre 30,6 % et 41,6 % mais elles n'étaient pas significativement différentes entre les 
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groupes, comme l'ont montré les tests non paramétriques. En revanche, un mois après la 
greffe, il est apparu des effets thérapeutiques marqués (Figure 1), qui peuvent se résumer 
comme suit : la FE a diminué par rapport à sa valeur initiale dans les cœurs témoins (de 
38,7 % [31,6 %-44,9 %] à 29,1 % [8,5 %-46,8 %] ; diminution relative, -20,7 %) et dans les 
cœurs ayant reçu du HIF-1α (de 40,4 % [27,9 %-43,9 %] à 34,4 % [13,3 %-46,1 %] ; 
diminution relative, -14,9 %). En revanche, la FE ne s'est pas dégradée avec le temps, après 
les injections de myoblastes squelettiques, qu'ils aient été administrés seuls (avant, 30,6 % 
[24,8 %-40,7 %] ; après, 34,9 % [24,7 %-57,3 %] ; augmentation relative, 5,6 %) ou en 
association avec le HIF-1α administré séquentiellement (avant, 35,2 % [27,1 %-42,8 %] ; 
après, 37,0 % [19,7 %-48,6 %] ; augmentation relative,2,2 %) ou avec le vecteur adénoviral 
vide (avant, 41,6 % [24,6 %-45,2 %] ; après, 41,5 % [25,1 %-42,1 %]), bien que le faible 
effectif de ce dernier échantillon limite l'importance des conclusions. La modification la plus 
étonnante est survenue dans le groupe recevant l'administration concomitante de myoblastes 
et de HIF-1α ; en effet, la FE a augmenté de façon très importante au-dessus des niveaux 
initiaux (avant, 34,9 % [25,0 %-44,3 %] ; après, 44,8 % [22,9 %-56,2 %] ; augmentation 
relative, 27,6 %), à tel point qu'au bout d'un mois, elle était nettement plus élevée que dans 
tous les autres groupes, la différence étant significative par rapport aux animaux témoins et 
aux cœurs ayant reçu le HIF-1α (respectivement P = 0,0001 et P = 0,001). Cette amélioration 
était principalement liée à des variations moindres des volumes télésystoliques du VG 
(Tableau 1), qui n’ont augmenté que de 7,7 % par rapport à la valeur initiale dans les cœurs 
recevant des myoblastes et du HIF-1α ; un pourcentage respectivement 10, 7  et 4 fois plus 
faible que ceux observés chez les témoins, les cœurs traités par le HIF-1α et les cœurs 
recevant une greffe de myoblastes. Inversement, il n'y a aucun effet lié au traitement sur le 
processus de remodelage post infarctus, comme le montre l'augmentation comparable des 
volumes diastoliques du VG dans les différents groupes étudiés (Tableau 1). 
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Figure1. FE après greffe Témoins, Animaux témoins ; myobl, myoblastes. Le groupe par étapes correspond à 
l’injection de HIF-1α au moment de l'infarctus suivie, huit jours plus tard, de la greffe de myoblastes ; le groupe 
combi correspond à l'administration concomitante de HIF-1α et des myoblastes huit jours après l'infarctus du 
myocarde. *P = 0,0001 pour la comparaison avec les animaux témoins, P = 0,001 pour la comparaison avec 
HIF-1α (après ajustement en fonction de l'analyse de comparaison multiple). †P = 0,03 pour la comparaison avec 
les myoblastes (non statistiquement significatif après ajustement en fonction de l'analyse de comparaison 
multiple). ‡P = 0,006 pour la comparaison avec les animaux témoins, P = 0,03 pour la comparaison avec HIF-1α 
(non statistiquement significatif après ajustement en fonction de l'analyse de comparaison multiple). 
 
 
 
TABLEAU 1. Modifications des volumes ventriculaires gauches 
 
VTD (ml) VTS (ml) Groupe 
Valeur initiale Après greffe Valeur initiale Après greffe 
Témoin (n = 11) 
Myoblastes (n= 13) 
Myoblastes + vecteur vide (n = 
3) 
HIF-1α (n = 7) 
Myoblastes + HIF-1α  
(par étapes, n = 9) 
Myoblastes + HIF-1α 
 (associés, n = 13) 
0,40 (0,32-0,49)  
0,43 (0,26-0,53)  
 
0,44 (0,36-0,47) 
0,37 (0,30-0,44) 
 
0,38 (0,28-0,58) 
 
0,41 (0,28-0,51) 
0,55 (0,41-1,08) 
0,53 (0,34-0,99) 
 
0,64 (0,41-0,64) 
0,50 (0,36-0,75) 
 
0,63 (0,34-0,82) 
 
0,50 (0,38-1,08) 
0,25 (0,20-0,32) 
0,30 (0,15-0,39) 
 
0,24 (0,21-0,35) 
0,22 (0,17-0,30) 
 
0,27 (0,16-0,41) 
 
0,24 (0,19-0,38) 
0,40 (0,22-0,86 
 0,37 (0,14-0,73 
 
0,37 (0,24-0,47) 
0,30 (0,24-0,65) 
 
0,38 (0,21-0,59) 
 
0,28 (0,18-0,83) 
Les données sont exprimées sous forme de valeurs médianes (minimales- maximales) Dans le groupe traité par 
étapes, le facteur de transcription induit par l'hypoxie 1α a été injecté au moment de l'infarctus (c'est-à-dire huit 
jours avant la greffe de myoblastes) ; dans le groupe associé le facteur de transcription induit par l'hypoxie 1α et 
les myoblastes ont été injectés simultanément huit jours après l'infarctus du myocarde. VTD, volume 
télédiastolique ; VTS, volume télésystolique ; HIF-1α, facteur de transcription induit par l'hypoxie 1α. 
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Prise de la greffe cellulaire et angiogenèse 
Des groupes de myoblastes ont été identifiés par histologie sous la forme de grands myocytes 
multinucléés et principalement par immunohistochimie sous la forme de myocytes colorés 
positivement pour les chaînes lourdes de myosine au centre et sur les bords de la région traitée. 
Dans le groupe recevant simultanément des myoblastes et le HIF-1α, la prise de la greffe 
cellulaire a été associée à une angiogenèse significativement plus importante au cœur de 
l'infarctus et le long de ses bords comportant du myocarde normal, comparativement à ce qui 
a été observé dans le groupe traité par myoblastes seuls (Figure 2), le nombre de capillaires 
par unité de champs étant de respectivement 8,5 x 10-4 (4,6 x 10-4 - 1,1 x 10-3) et 5,3 x 10-
4(3,8 x 10-4 - 6,5 x 10-4), (P = 0,023). L’amplitude de la prise de la greffe cellulaire dans les 
régions cicatricielles ayant reçu une injection a également été supérieure dans le groupe 
associé par rapport à celui recevant des myoblastes seuls, comme le montre le pourcentage de 
zones positives à la myosine par rapport à la région infarcie du VG qui est de 4,49% (0,44%-
18,35%) dans le groupe associé contre 0,95% (0,16%-7,21% [P = 0,027]) dans l'autre groupe. 
Aucune formation tumorale n'a été enregistrée dans les cœurs étudiés. 
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Figure 2. Image représentant un cœur ayant reçu une greffe de myoblastes (colonne de gauche) et un cœur traité 
à la fois par des myoblastes et par le HIF-1α (colonne de droite). À un grossissement plus important (20 x), les 
degrés plus importants d’angiogenèse (coloration brune) et de prise de greffe cellulaire positive à la myosine 
squelettique rapide (coloration rouge) sont clairement visibles sur le cœur recevant le traitement associé. 
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Survie cellulaire 
Dans le sous-groupe d'animaux chez lesquels des myoblastes mâles ont été injectés à des 
receveurs femelles, le nombre de cellules greffées, identifiées par la présence d'un 
chromosome Y à la PCR, était également significativement plus important après les injections 
simultanées de myoblastes et de HIF-1α qu'après la greffe cellulaire isolée : 13,16 x 106 
(3,45 x 106 – 20,89 x 106) contre 1,56 x 106 (0,67 x 106 – 3,42 x 106 [P = 0,020, n = 4 pour 
chaque groupe]). 
 
Discussion 
 
Principaux résultats de l'étude 
Le résultat le plus pertinent de la présente étude est l'amélioration plus importante de la 
fonction systolique du VG après infarctus en cas d’administration intramyocardique 
simultanée de HIF-1α et de myoblastes squelettiques comparativement à une greffe isolée de 
myoblastes ; cette amélioration a été corrélée à une augmentation de l'angiogenèse et de la 
survie cellulaire dans la région greffée. Inversement, l'administration de HIF-1α au moment 
de l'infarctus n'a pas montré de bénéfice comparable, probablement en raison d'une 
inactivation adénovirale par des processus inflammatoires et immunitaires (il est possible que 
l’effet immunosuppresseur de la ciclosporine ne soit pas encore efficace au moment de 
l'injection du HIF-1α parce qu'elle vient d’être instaurée). Cette hypothèse a été indirectement 
confortée par la littérature, avec une étude dans laquelle l'administration séquentielle du 
facteur fibroblastique de croissance basique et de cardiomyocytes fœtaux (administrés une 
semaine plus tard) s'est soldée par un succès fonctionnel. Le facteur était incorporé dans des 
hydrogels à base de gélatine à libération progressive (Sakakibara 2002), ce qui a pu offrir une 
certaine protection contre les processus d'inactivation environnementaux. En revanche, 
Retuerto (Retuerto 2004) a récemment rapporté que des injections intramyocardiques d’un 
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adénovirus codant pour le facteur de croissance de l'endothélium vasculaire (VEGF) au 
moment de l'infarctus amélioraient les bénéfices de la greffe de cardiomyocytes fœtaux 
pratiquée trois semaines plus tard. Plusieurs différences dans la conception du protocole, en 
particulier l'utilisation d'animaux syngéniques dans les expériences de Retuerto, pourraient 
expliquer cette disparité avec nos données. De plus, l'absence de bénéfice fonctionnel dans 
des cœurs ayant reçu une injection isolée de HIF-1α confirme la prédiction selon laquelle 
l'augmentation de l'angiogenèse dans un tissu cicatriciel qui n'héberge plus de cardiomyocytes 
dépendant du flux sanguin est peu susceptible d'affecter les caractéristiques contractiles de 
cette région fibreuse. Cette hypothèse est effectivement étayée par l'observation selon laquelle 
le groupe qui a obtenu les meilleurs résultats fonctionnels était celui dans lequel le HIF-1α 
était administré simultanément avec des cellules vivantes (c'est-à-dire les myoblastes greffés), 
dont la survie est supposée bénéficier de l'angiogenèse. 
 
Importance et prévention de la mort cellulaire après la greffe 
La perte des cardiomyocytes peut atteindre 90 % des cellules greffées dans les 48 premières 
heures (Zhang 2001); un taux de perte comparable a été observé sur des myoblastes 
squelettiques greffés dans un muscle squelettique (Tremblay 2001) ou dans des régions 
myocardiques infarcies (observations non publiées de notre laboratoire). Cette perte 
importante de cellules greffées est susceptible d'entraver de manière importante l'efficacité 
fonctionnelle de la technique, comme le suggère la relation étroite établie dans un modèle 
d'infarctus myocardique du rat entre le nombre de myoblastes injectés et l'étendue de la 
préservation du ventricule gauche (Tambara 2003). 
Une première approche consiste à augmenter le nombre de cellules pour compenser la perte 
des cellules greffées, mais cette stratégie se heurte à des contraintes en termes de faisabilité 
(la durée des cultures doit rester dans la limite clinique acceptable de deux à trois semaines), 
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de coût et de sécurité : le volume tolérable qui peut être injecté dans le myocarde ne doit 
probablement pas excéder 5 à 6 ml, tandis que les passages multiples pourraient favoriser 
l'émergence d’une population de cellules à la différenciation défectueuse entraînant un risque 
ultérieur de prolifération inappropriée de la greffe (Reinecke 2000). Une autre approche vise 
l'amélioration de la survie cellulaire par neutralisation des mécanismes de perte de cellules 
greffées. 
Ces mécanismes sont probablement multiples, mais en dehors des contraintes physiques au 
cours des injections et de la réaction inflammatoire déclenchée par les piqûres de l'aiguille, 
deux mécanismes semblent jouer un rôle majeur : l'apoptose, comme le montrent les bénéfices 
de la transfection des cellules souches mésenchymateuses avec un gène favorisant la survie 
(Akt) avant la greffe (Askari 2003), et l'ischémie, comme le montre la multiplication par deux 
de la survie cellulaire lorsque les injections sont effectuées dans un tissu richement 
vascularisé par opposition à un tissu cicatriciel fibreux (Zhang 2001). Les résultats de notre 
groupe associant les myoblastes et le HIF-1α étayent le concept selon lequel l'amélioration de 
la perfusion vasculaire des cellules greffées optimise les résultats fonctionnels après la greffe 
en agissant sur la composante ischémique de la perte cellulaire par accroissement de 
l'angiogenèse. 
En ce sens, nos données sont conformes à celles d'études précédentes qui ont établi les 
bénéfices de l'ajout d'un apport supplémentaire de facteurs de croissance angiogéniques à la 
greffe cellulaire. Ainsi, il a été montré que tant la surexpression induite génétiquement du 
facteur de croissance de l'endothélium vasculaire par les myoblastes squelettiques (Suzuki 
2001, Yau 2004) ou des cellules souches embryonnaires à différenciation précoce (Yang 
2002) que l'administration séquentielle du facteur fibroblastique de croissance et de 
cardiomyocytes fœtaux (Sakakibara 2002) augmentaient l'angiogenèse et amélioraient la 
fonction comparativement aux résultats obtenus chez les animaux témoins. Cependant, il est 
 55 
maintenant reconnu que l'administration d'un seul facteur de croissance angiogénique a une 
efficacité thérapeutique limitée (Hughes 2004), ce qui justifie donc l'administration d'un 
mélange de plusieurs facteurs ou, mieux, d'un gène de survie qui peut réguler l'expression 
d'une grande variété d’effecteurs en aval. Dans ce contexte, le HIF-1α est intéressant en raison 
de son rôle de régulateur essentiel de l'expression génique en réponse à l'hypoxie cellulaire et 
de la multiplicité des gènes qu'il active par transcription (> 80) qui produisent des protéines 
jouant un rôle crucial dans l'angiogenèse (en particulier grâce à la production de facteur de 
croissance de l'endothélium vasculaire et d’érythropoïétine), la protection cellulaire et les 
mécanismes métaboliques (en particulier le transport du glucose et la glycolyse) (Semenza 
2002). En conséquence, si le HIF-1α seul n'a pas réussi à éviter une détérioration de la 
fonction VG, l'observation selon laquelle son administration concomitante avec les 
myoblastes squelettiques a potentialisé les bénéfices liés aux cellules (Figure 2) suggère une 
action synergique et donc une contribution de la myogenèse et de l'angiogenèse à 
l'amélioration des résultats fonctionnels constatés dans le groupe de traitement associé. 
 
Limites 
 
Plusieurs limites de l'étude doivent, cependant, être reconnues. Tout d'abord, la preuve de 
l'efficacité du HIF-1α s'appuie principalement sur des critères d'évaluation de substitution 
comme la densité capillaire et des indices fonctionnels du VG parce que nous n'avons pas 
mesuré directement l'expression du HIF-1α dans le tissu myocardique. Cependant, la capacité 
d'un adénovirus à agir comme vecteur efficace du HIF-1α a précédemment été démontrée par 
la régulation positive d'une grande variété de gènes dépendants de ce facteur dans des cellules 
cardiaques humaines transfectées par ces constructions (Jiang C. 2002). 
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Deuxièmement, dans cette étude, le HIF-1α codant pour des gènes a été administré par un 
vecteur adénoviral en solution injecté conjointement avec les myoblastes. Il reste donc 
possible qu’une meilleure efficacité thérapeutique puisse être obtenue par d'autres modes 
d'administration des gènes (transfection directe de myoblastes et ADN plasmidique nu) ou 
greffe concomitante de cellules présentant un potentiel angiogénique (Jiang 2002) (Kim) (Ott 
2004). 
Troisièmement, nos données par PCR ont montré un nombre de cellules portant le 
chromosome Y dans le groupe de traitement associé presque trois fois supérieur à celui du 
groupe des myoblastes seuls. Ceci reflète probablement une amélioration de la survie des 
myoblastes mieux vascularisés, comme le suggère la plus grande étendue des régions 
positives à la myosine squelettique observée dans ces cœurs ayant reçu l’association de 
myoblastes et de HIF-1α. Néanmoins, en l'absence de caractérisation phénotypique détaillée, 
nous ne pouvons exclure que la prolifération de composés cellulaires non myogéniques de 
l'injectat initial (c'est-à-dire fibroblastes et cellules endothéliales) puissent également avoir 
contribué à cette numération cellulaire plus importante. 
Enfin, le suivi était limité à un mois. La demi-vie relativement courte des vecteurs 
adénoviraux soulève alors la question des effets à long terme du traitement par le HIF-1α. 
Cependant, la plupart des décès cellulaires surviennent peu de temps après les injections à un 
moment où le HIF-1α est encore présent pour déclencher une augmentation de l'angiogenèse ; 
on peut donc supposer que celle-ci persiste dans le temps, même lorsque le déclencheur a 
disparu. 
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Conclusion 
 
Les données présentes montrent que les bénéfices fonctionnels de la greffe de myoblastes 
squelettiques peuvent être considérablement améliorés par l'administration concomitante d'un 
vecteur adénoviral codant pour le HIF-1α; elles confirment le rôle important joué par 
l'ischémie dans la genèse de la mort cellulaire après une greffe et suggèrent qu'une 
amélioration de la vascularisation de celle-ci est un moyen efficace de résoudre ce problème. 
La pertinence clinique potentielle de ces résultats doit être confirmée après l'approbation de 
l'utilisation expérimentale du HIF-1α dans des essais de phase I chez l'homme. Plus 
généralement, ces résultats démontrent également les bénéfices qu'il est possible de tirer des 
effets synergiques des thérapies géniques et cellulaires. 
Le troisième protocole était destiné à détecter la présence de cellules progénitrices adultes 
multipotentes de la moelle osseuse (multipotent adult progenitor cells ou MAPC), après leur 
transplantation dans le myocarde infarci. Les résultats confirment qu’aucune cellule ne se 
transforme en cellules présentant des caractéristiques musculaires et aucune cellule ne peut 
être détectée à distance de la greffe. Le résultat fonctionnel sur des rats transplantés est proche 
des résultats des autres lignées : une stabilisation des fractions d’éjection, par rapport à la 
détérioration de la fonction myocardique observée sur le groupe contrôle. 
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3- Les cellules progénitrices adultes multipotentes dérivées de la moelle 
osseuse peuvent-elles permettre la régénération du myocarde après un 
infarctus ? 
 
Apport personnel pour ce travail, publié : Cardiovasc Res. 2006 Oct 1;72(1):175-83. (cf 
chapitre IX) :  
• chirurgie et anesthésie de tous les animaux opérés 
• préparation des échantillons après sacrifice des animaux 
• collecte des données 
 
Collaborations et aides pour l’élaboration du projet : 
• Onnik Agbulut : collaboration active pour toutes les manipulations en laboratoire, 
responsable du DEA et de la conduite des manipulations 
• Alain Hagège, Laurent Sabbah et Christophe Bressolle : cardiologues référents de 
l’étude pour les échocardiographies 
• Professeur Philippe Menasché : directeur du travail  
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« Les cellules progénitrices adultes multipotentes dérivées de la moelle 
osseuse peuvent-elles permettre la régénération du myocarde après un 
infarctus ? » 
 
Introduction 
 
Depuis les dix dernières années, la thérapie cellulaire est apparue comme une nouvelle voie de 
recherche pour espérer une réparation du myocarde endommagé. Les myoblastes 
squelettiques (Menasché 2003, Herreros 2003, Siminiak 2004, Smits 2003) ainsi que les 
cellules de la moelle osseuse (Mathur 2004) sont tous les deux en phase d’essais cliniques. 
Cependant, alors qu’il existe des preuves irréfutables que ces deux types de cellules peuvent 
limiter le remodelage au cours du post-infarctus et augmenter l’angiogenèse, il n’existe par 
contre aucune preuve solide démontrant qu’elles peuvent se transdifférencier en 
cardiomyocytes (Reinecke 2002, Murry 2004, Balsam 2004). À partir de là, on peut se 
demander si elles seraient capables de réellement régénérer le myocarde après un infarctus. 
C’est dans ce contexte, qu’en 2001, la caractérisation d’une sous-population de cellules 
adultes dérivée de la moelle osseuse et créditée d’un potentiel de différentiation à lignée 
multiple (Reyes 2001, Jiang Y.2002, Reyes 2002, Jiang Y. 2003, Schwartz 2002), aussi 
appelée cellules progénitrices adultes multipotentes de la moelle osseuse : multipotent adult 
progenitor cells (MAPC) a donné l’espoir de l’utilisation de ces cellules à des fins 
thérapeutiques et régénératives. Alors que des études in vitro ont clairement permis de 
démontrer la capacité des cellules MAPC à se différencier en cellules des trois couches 
germinales, nous ne savons que peu de choses sur leur devenir phénotypique après greffe dans 
le myocarde endommagé par un infarctus. De plus, bien que les cellules MAPC se 
différencient en cellules cardiaques lorsqu’elles sont injectées dans le blastocyste et 
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contribuent ainsi au développement du cœur (Jiang Y. 2002), il n’existe aucune publication 
démontrant que les cellules MAPC se différencient en cardiomyocytes in vivo. Toutes ces 
questions restées sans réponse nous ont poussés à entreprendre cette étude, dans le but 
d’examiner le potentiel des cellules MAPC afin de contribuer à la régénération du muscle 
cardiaque sur un modèle d’infarctus chronique du myocarde.  
 
Méthodes 
 
Modèle expérimental 
Après avoir pratiqué une thoracotomie gauche (Al Attar 2003), nous avons ligaturé l’artère 
interventriculaire antérieure de femelles rats Sprague–Dawley (Harlan-France), âgées de 8 
semaines. Quatorze jours plus tard, ces rats ont été réopérés par une sternotomie. Ils ont été 
randomisés pour recevoir en moyenne 3 injections dans la cicatrice (volume total de150 l), 
une dans la zone centrale et deux en limite de la zone d’infarctus, soit de cellules rat 
multipotent adult progenitor cells (rMAPC) (5×106, n=25) soit un milieu de culture (n=19). 
La viabilité après décongélation évaluée selon la technique de FACS utilisant l’exclusion par 
iodure de propidium, était régulièrement supérieure à 87%. Tous les rats ont reçu de la 
cyclosporine A (10 mg/kg/j, i.p., Novartis) 2 jours avant la greffe et tous les jours jusqu’à leur 
sacrifice. Tous ces tests ont été réalisés conformément aux “Principles of Laboratory Animal 
Care” décrits par la comité national en charge de la recherche médicale (National Society for 
Medical Research) et le “Guide for the Care and Use of Laboratory Animals” 
(Recommandations pour les soins et l’utilisation des animaux de laboratoire) préparé par « 
l’Institute of Laboratory Animal Resources, Commission on Life Science, National Research 
Council », et publié par la « National Academy Press », révision 1996. Toutes les procédures 
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sur animaux ont reçu l’accord du University of Navarra Institutional Committee on Care and 
Use of Laboratory Animals. 
 
Isolation, préparation et caractérisation des cellules rMAPC greffées 
Les cellules rMAPC ont été obtenues à partir de moelle osseuse de rats adultes Sprague–
Dawley. Elles ont été isolées et caractérisées comme indiqué précédemment (Reyes 2001, 
Jiang Y. 2002, Reyes 2002, Jiang Y. 2003, Schwartz 2002), en y apportant des modifications 
mineures. En résumé, les cellules mononuclées dérivées de moelle osseuse ont été 
ensemencées à une concentration de 1×106 cellules/cm2 sur un milieu en expansion, 
additionné de 10 ng/ml de facteur de croissance épidermique (Sigma), 10 ng/ml de facteur de 
croissance dérivé des plaquettes (système R et D) et de 10 ng/ml de facteur d’inhibition de la 
leucémie dans des boîtes de culture enduites de 10 ng/ml de  fibronectine (Sigma). Le milieu 
d’expansion était constitué de 58% de DMEM teneur basse en glucose (Gibco BRL), 40% de 
MCDB-201 (Sigma), 2% de sérum fœtal de veau (Biochrom), de 1X insuline transferrine 
sélénium, 1X d’albumine de sérum bovin et acide linoléique (Sigma), 10-8 M dexamethasone 
(Sigma), 10-8 M d’acide ascorbique 2-phosphate (Sigma), 100 U pénicilline, et 1000 U de 
streptomycine (Gibco). Le milieu a été changé tous les 3 à 4 jours et les cultures ont été 
conservées jusqu’à l’obtention d’agrégats cellulaires collés confluents à plus de 50%. Elles 
ont été détachées à l’aide d’une solution à 0.25% de trypsine et EDTA (BioWitthaker) et 
réensemencées à une concentration de 5×102/cm2 dans les mêmes conditions de culture. Le 
même niveau de confluence des cellules a été maintenu tout au long de la culture. Les cellules 
rMAPC ont été caractérisées par la technique de FACS après coloration par anticorps 
monoclonaux anti-CD44, antigène de classe I du MHC, anti-SSEA1, anti-SSEA4, anti-CD45, 
anti-CD90, anti-CD73, anti-CD106, anti-CD31 et anti-CD49b. Les rMAPC ont été transduites 
avec un vecteur lentiviral de troisième génération exprimant le gène eGFP cDNA à une 
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multiplicité d'infection cellulaire naturelle (MOI) de 50 en présence de polybrene (4 g/ml). 
La transduction des cellules a pu être réalisée après 50 doublements de population (DP). La 
cytométrie de flux a permis d’établir que plus de 50% des cellules MAPC étaient positives à 
l’eGFP. Pour un des groupes, les rats ont été greffés avec des cellules d’eGFP rMAPC 
marquées au ferucarbotran (Resovist, Schering AG, Allemagne) à une concentration de 25 g 
fer/ml pendant 24h, comme décrit (Arbab, Transplantation 2003). L’efficacité du marquage à 
l’oxyde de fer super paramagnétique (OFS) était supérieure à 98%. Toutes les cellules ont été 
congelées avant transplantation. 
 
Analyse fonctionnelle 
Les animaux ont été anesthésiés par isofluorane pour permettre l’étude de la fonction du VG 
par échocardiographie en 2D, juste avant la transplantation et 1 mois après. 
L’échocardiographie transthoracique en 2D a été réalisée grâce à une sonde à balayage 
linéaire de 13 à 15 MHz (15L8), disponible sur le marché, et spécialement conçue pour les 
études cardiaques par ultrasons chez le rat, connectée à un échographe numérique (Sequoia 
512®, Acuson Corp, Mountain View, CA, USA). Les animaux ont été placés sur tapis 
chauffant en décubitus dorsal ou en position latérale. Les vues grand axe de fin de diastole et 
fin de systole du VG ont été standardisées de la manière suivante : inclusion de l’apex, du 
muscle papillaire postérieur, de la valve mitrale, et de la racine aortique. Les mesures 
échocardiographiques en deux dimensions ont été respectivement enregistrées en mode cine-
loop pour obtenir une image correcte de cœurs battant rapide. Cet appareil permet d’obtenir 
un format maximal à une fréquence de 160 Hz avec une résolution latérale et axiale élevée. 
Les images numériques ont ensuite été analysées à un format plus lent afin de pouvoir capter 
les vraies phases de fin de diastole et de systole. Les surfaces télé-diastoliques et télé-
systoliques (A) ont été obtenues par tracés manuels des contours endocardiques du VG sur le 
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cycle montrant la plus grande (et la plus petite) cavité du VG en mode ciné-loop, selon la 
méthode de pointe recommandée par l’American society of echocardiography. A partir de ces 
formats, le traçage d’une ligne reliant la partie la plus distale de l’apex et le centre d’une ligne 
reliant les charnières de l’anneau mitral a permis de déterminer les longueurs (L) de fin de 
diastole (ou fin de systole) du VG. Les volumes de fin de diastole et de fin de systole 
(respectivement LVEDVs et LVESVs) ont ensuite été calculés selon la méthode de surface-
longueur monoplan (volume=8XA2 /3XπXL). La fonction d’éjection du ventricule gauche 
(FEVG, %) a été calculée selon la formule ((LVEDV-LVESV)/ LVEDV) X 100. La moyenne 
des mesures a été lissée sur 3 cycles cardiaques consécutifs et analysée en aveugle par un 
observateur unique. La variabilité entre valeurs lors des échocardiographies a été analysée à 
partir de 2 séries de mesures initiales chez 10 rats pris au hasard, selon l’analyse de Bland et 
Altman: les résultats étaient très similaires pour les mesures linéaires (r>0,95, SEE<0,1 mm), 
le volume (r>0,93, SEE<0,08 ml), et la FE (r>0,95, SEE=4%). Seuls les rats dont l’ampleur 
de l’infarctus était telle que la FEVG était inférieure à 40% de la valeur initiale ont été inclus 
dans l’étude afin d’optimiser les effets potentiels du traitement.  
 
Analyse histologique et immunohistochimique 
Les cœurs explantés ont été coupés en 3 blocs distincts : apical, médio-ventriculaire et basal. 
Ces blocks ont été soit congelés dans de l’isopentane refroidi à l’azote liquide ou inclus dans 
de la paraffine. A partir de chaque bloc congelé, nous avons préparé vingt cinq lames de 7 m, 
sur des coupes transverses du cœur, contenant chacune 3 cryo-coupes (10 à partir des blocs 
apical et de la cavité du mésencéphale, 5 à partir du bloc le plus basal) afin de réaliser une 
analyse histologique (hématoxyline et éosine) et immunohistologique. Les blocs inclus dans 
la paraffine ont été coupés en section de 3 m d’épaisseur, déparaffinés et colorés par les 
anticorps appropriés. La détection des cellules greffées était essentiellement basée sur la 
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présence de signaux positifs à l’eGFP (1:400, anticorps polyclonaux de lapin [pAb], 
Interchim.; 1:300 sonde moléculaire pAb) alors que la présence de particules d’oxyde de fer 
dans les cellules a été détectée par la coloration au bleu de Prusse comme décrit ci-après 
(Arbab, Radiology 2003). Par la suite, l’étiquetage immunologique a été réalisé à l’aide 
d’anticorps dirigés contre la chaîne lourde de myosine (MyHC) (1:10, anticorps monoclonaux 
de souris [mAb], NovoCastra), de myosine liée à la protéine C (1:200, pAb, fourni par L. 
Carrier, Inserm U582, France), d’anticorps anti-cavéolin-1α (1:50, pAb, Santa-Cruz), d’actine 
du muscle lisse (non-dilué, mAb, Dako), de connexine 43 (1:200, mAb, Sigma), de calponine 
(1:200, mAb, Sigma), de tropomyosine (1:100, mAb, Sigma) et de lectine BSL-1 (10 g/ml, 
Sigma). 
Afin de quantifier la densité capillaire, 9 coupes par cœur ont été sélectionnées au hasard en 
périphérie, et colorées par les anticorps anti-cavéolin-1α. La densité des artérioles a été 
quantifiée après coloration par les anticorps anti actine du muscle lisse. Au total, 9 coupes par 
cœur ont été choisies au hasard afin de dénombrer le nombre d’artérioles positives à l’actine 
du muscle lisse. Les images ont été analysées à l’aide du microscope Leica DMRB équipé 
d’optiques permettant l’épifluorescence. Les images digitales ont été analysées grâce au 
logiciel Vision explorer (Graftek Imaging). Les données sont exprimées comme étant le 
nombre de capillaires ou d’artérioles par mm2. 
 
Etude ultra structurale 
Afin de réaliser des études par microscope électronique, le cœur a été fixé dans du 
glutaraldéhyde à 2%. Les coupes ont ensuite été fixées dans de l’osmium à 0,5%, puis rincées, 
déshydratées et incluses dans de l’Araldite (Durcupan, Fluka). Les coupes semi-épaisses (1,5 
m) ont été réalisées avec un couteau à pointe diamant et légèrement colorées avec du bleu de 
toluidine à 1%. Les coupes semi-épaisses ont été incluses à nouveau dans un bloc d’Araldite 
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et détachées de la surface en verre par une succession de gel (azote liquide) et dégel. Les 
blocs faits à partir de coupes semi-épaisses ont ensuite été découpés en coupes ultra-minces 
(0,05 m) à l’aide d’un couteau à pointe diamant et colorés au citrate de plomb avant d’être 
examinés sous microscope électronique Jeol 100CX. 
 
Amplification par « polymerase chain reaction » (PCR) 
L’ADN a été extrait du cœur entier (n=9 par groupe) après digestion à la protéinase K et 
extraction au phénol. L’ACP a été réalisé à l’aide d’une amorce d’eGFP (colonne montante -
5′- TAC GGC AAG CTG ACC CTG AA-3′; colonne descendante-5′-ATG CCG TTC TTC 
TGC TTG TC-3′). Les conditions d’amplification ont été les suivantes : 95 °C pendant 3 min,  
puis 30 cycles à 90 °C pendant 60 s, 62 °C pendant 60 s, 72 °C pendant 60 s, suivi d’une 
prolongation à 72°C pendant 10 min. Tous les échantillons ont aussi été soumis à 
l’amplification pour détecter la présence du gène GAPDH comme témoin de la présence d’un 
ADN amplifiable. 
 
Statistiques 
La taille de l’échantillon étant petite, il n’était pas possible d’estimer que les données seraient 
normalement distribuées. En conséquence, les données ont été comparées selon le test non 
paramétrique de Wilcoxon. Les résultats sont donc exprimés en valeurs médianes et 
intervalles de confiance.  Une valeur p<0,05 a été considérée comme significative (Tableau 1). 
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Résultats 
 
Sur les 44 rats disponibles pour cette étude, 20 (rMAPCs transduites par la protéine eGFP: 9; 
témoins: 11) ont subi les études fonctionnelles avant et après la transplantation pendant que 
les 24 autres rats (rMAPCs transduites par la protéine eGFP: 16; témoins: 8) n’ont servi qu’à 
suivre par série l’évolution des cellules par immunohistochimie et microscope électronique (à 
48 h, 1 semaine, 2 semaines et 4 semaines après la greffe ; pour chaque étape: 4 cœurs traités 
par rMAPC et 2 témoins). 
 
Caractérisation des cellules rMAPC 
Les cellules rMAPC ont été caractérisées après 50 doublements de population par cytométrie 
en flux, l’ACP en temps réel et la différenciation in vitro (Schéma 1). Les animaux ont été 
transplantés avec du CD44 faible et CMH classe I négatif, CD45 négatif et CD90 positif 
normaux sur le plan cytogénétique issues de la même moelle osseuse. Nous avons pu 
démontrer que les cellules rMAPCs se différenciaient in vitro en cellules exprimant les 
marqueurs phénotypiques des tissus issus du mésoderme (cellules musculaires endothéliales 
et squelettiques), de l’endoderme (hépatocytes) et de l’ectoderme (neurone) (schéma 1). 
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Schéma. 1. Caractérisation des rMAPC. (A) Phénotype FACS de rMAPC après 50 doublements de population 
(DP). Les graphiques montrent des anticorps d’isotypes témoin IgG colorés (tracé noir) versus des anticorps à 
coloration spécifique (tracé rouge). Un phénotype représentatif de plus de 5 essais est présenté; (B) l’immuno-
transfert d’ACP en temps réel montre le profil d’expression le 4 octobre sur des cellules de rMAPC à DP 50. 
Ligne 14: rMAPC; Ligne 56 : témoin négatif; Ligne 7: ligne cellulaire P19 (témoin positif). (CE) 
Différenciation in vitro de cellules rMAPCs. Micrographique de contraste panneau de gauche , 
immunofluorescence avec anticorps monoclonaux spécifiques panneau central et témoins Ig 
panneau de droite (C) Différenciation endothéliale: la morphologie des cellules rMAPC traitées par VEFG 
pendant 14 jours a été modifiée et l’expression régulée des marqueurs endothéliaux, comme mis en évidence 
par l’immunofluorescence (Flk-1, vert). (D) Différenciation des hépatocytes obtenue à partir de l’expression des 
cellules rMAPC des marqueurs hépatocytaires : l’expression des marqueurs hépatocytaires s’est régulée à la 
hausse après 21 jours et en présence des HGF et FGF-4, comme mis en évidence par l’immunofluorescence 
(albumine, vert). (E) Différenciation neuronale à partir des cellules rMAPC: l’expression des marqueurs 
neuronaux s’est régulée à la hausse après 21 jours et en présence de bFGF (1ère semaine), Shh, FGF8 (2ème semaine) 
et BDNF (3ème semaine), comme mis en évidence par l’immunofluorescence (nestine, rouge). Les panneaux sur 
l’immunofluorescence sont des essais représentatifs supérieurs à 3. Le DAPI (bleu) sur les panneaux C, D et E a 
été utilisée pour la coloration du noyau. Echelle : 25 m. 
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Analyse fonctionnelle 
Il n’y avait pas de variations significatives des FE initiales entre les 2 groupes (témoins : 30% 
[0,23;0,37]; rMAPC : 37% [0,32;0,38], p=0,15), semblant indiquer un traumatisme 
ischémique initiale de même envergure. Un mois plus tard, la FE du groupe témoin avait 
chuté à 24% [0,21;0,30] alors qu’elle semblait être mieux préservée suite à la greffe de cellule 
rMAPC (37% [0,27;0,41]). Cependant, la différence entre les deux groupes n’a pas permis 
d’atteindre le seuil de la signification statistique (p=0,06). Chaque valeur est donnée dans le 
Schéma 2. 
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Tableau 1 : Résumé des résultats fonctionnels 
 
N Valeur initiale Post Tx Delta (ml) Delta (%) 
EDV (ml) 
    
Témoins 11 0,49 0,70 0,18 38,97 
 
[0,43;0,58] [0,52;0,80] [0,12;0,31] [23,21;72,26] 
rMAPC 9 0,50 0,54 0,06 15,90 
 
[0,49;0,52] [0.47;0.67] [0,03;0,17] [-6,50;31,47] 
Test de Wilcoxon  
 
0,7103 0,0952 0,0562 0,0562 
ESV (ml) 
    
Témoins 11 0,33 0,55 0,16 40,33 
 
[0,28;0,43] [0,32;0,61] [0,08;0,27] [17,13;81,45] 
rMAPC 9 0,32 0,37 0,04 16,63 
 
[0,31;0,37] [0,31;0,40] [-0,04;0,09] [-10,29;28,33] 
Test de Wilcoxon 0,8238 0,0674 0,0251 0,0251 
FE (%) 
    
Témoins 11 30 24 0 -1.05 
 
[0,23;0,37] [0,21;0,30] [-0,11;0,04] [-38,92;16,65] 
rMAPCs 9 37 37 0,02 [0;0,04] 5,67 
 
[0,32;0,38] [0,27;0,41] 
 
[-1,00;9,50] 
Test de Wilcoxon 0,1519 0,0674 0,4119 0,4119 
Les valeurs sont indiquées comme valeurs médianes et [intervalle de confiance]. 
EDV: Volume en fin de diastole ; ESV: Volume en fin de systole; FE: fraction d’éjection; rMAPC: cellules 
progénitrices adultes multipotentes de la moelle osseuse de rat; PostTx: post-greffe; delta: différence entre les 
valeurs après la greffe et les valeurs initiales exprimées en valeur absolue; delta (%): différence entre les valeurs 
après la greffe et les valeurs initiales exprimée en pourcentage des valeurs initiales 
 
 
 
 
Schéma 2: Effets fonctionnelles des cellules rMAPC greffées. Valeurs individuelles pour la fraction d’éjection (FE) 
d’origine et avant le sacrifice. 
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Caractérisation phénotypique des cellules greffées 
Dans le groupe des cœurs greffés avec des cellules rMAPCs, les cellules greffées ont pu être 
détectées à 48h, 1 semaine et 2 semaines. Toutefois, elles n’ont pas pu être identifiées par 
immunofluorescence, immunohistochimie ou ACP complétées respectivement par les 
anticorps anti-eGFP et les amorces eGFP, 1 mois après la greffe (schéma 3A–D). 
 
 
Schéma. 3. Détection de cellules rMAPC greffées sur des cœurs de rats. Les rats greffés avec 5×106 de fer étiquetés 
rMAPC-GFP+ ont été sacrifiés à différents intervalles et les coupes des cœurs ont été analysées par coloration au 
GFP (A à D) et Perls (E à H) à (A,E) 48 h; (B,F) 1 semaine; (C,G) 2 semaines et (D,H) 4 semaines; Les 
particules de fer ont été détectées jusqu’à 4 semaines (marron) (A à D) et les cellules positives au GFP jusqu’à 2 
semaines, grâce au système de développement par phosphatase alkaline (fuchsia). La présence de particules de fer a 
été confirmée par coloration de Perls (bleu) (EH). Aucune coloration positive à la GFP ou Perls n’a été observée 
dans le milieu témoin, le lysat des cellules marquées au fer et la solution de particules de fer des cœurs ayant reçu 
une injection (données non présentées ici). Nombre croissant de cellules positive au CD68 (fuchsia) localisées au 
même endroit que les particules d’ions (marron) (flèches) (I L) à 2 et 4 semaines. Echelle: 50 m (A à H), 25 
m (I à L). 
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Dans la série d’essais impliquant le Resovist, les cellules rMAPC marquées au Resovist à 
différentes concentrations n’ont pas modifié la prolifération cellulaire ou leur viabilité 
(données non publiées). Concernant les animaux greffés avec des cellules rMAPC marquées 
aux particules de fer, les cellules positives au fer ont pu être détectées à différents intervalles 
jusqu’à 1 mois après la greffe (schéma 3E–H). Ces cellules n’étaient pas colorées par des 
anticorps dirigés contre les antigènes cardiaques et antigènes spécifiques du muscle lisse 
(données non publiées). De plus, à aucun moment nous n’avons pu mettre en évidence de 
localisation commune entre les cellules positives à la protéine GFP et l’actine du muscle lisse 
(non publié ici). Cependant, 2 semaines après la greffe un certain nombre de cellules 
marquées au fer étaient positives aux marqueurs endothéliaux (BSL-1) (schéma 4).  
 
 
 
Schéma 4: différenciation endothéliale de cellules rMAPC transplantées. Coupes du cœur (3 m) colorées par 
immunohistochimie avec des marqueurs endothéliaux, lectine BSL-1, à 48 h (A, D), 1 semaine (B, E) ou 2 
semaines (C, F) après greffe de cellules. D à F sont des agrandissements de A à C. L’étiquetage double au 
BSL-I (fuchsia) et particules de fer (marron) à 1 et 2 semaines. Echelle : 50 m (AC), 10 m (D à F). 
 
Il est aussi intéressant de noter qu’à 4 semaines, les cellules marquées au fer étaient positives 
aux marqueurs macrophages CD68 alors qu’aucune coloration à la GFP ou à la lectine n’était 
détectable (schéma 3I–L). Les animaux témoins greffés avec une solution contenant des 
particules de fer dans un milieu ou un lysat de rMAPC marquées au fer n’ont montré aucune 
coloration de Perls positive (données non publiées). 
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L’analyse ultra-structurelle a permis de mettre en évidence la présence de fer dans les 
lysosomes des cellules greffées à 48 h, 1 semaine (Fig. 5A, C) et 2 semaines après la greffe de 
cellules marquées démontrant ainsi la formation initiale de fibres. Il est aussi intéressant de 
noter que l’accumulation des macrophages chargés de particules de fer a été détectée 4 
semaines après la greffe avec l’apparition d’autres types de cellules marquées au fer (schéma 
5B, D). 
 
 
 
Schéma 5: Analyse ultra-structurelle d’un cœur greffé avec des cellules rMAPC. (A) Coupe semi-épaisse d’un 
cœur une semaine après la greffe. Image en angle : Les cellules greffées sont identifiables grâce à la présence de 
particules de fer (flèches); (C) coupes ultra-minces de cellules marquées au fer (1 semaine après la greffe). Image en 
angle: particules de fer dans le lysosome (flèches) et formation de fibres dans les cellules marquées au fer (pointe de 
la flèche); (B) Coupe semi-épaisse d’un cœur 4 semaines après la greffe. Image en angle: identification de cellules 
marquées au fer (flèches) (D) Analyse ultra-structurelle de cellules marquées au fer 4 semaines après la greffe. Les 
cellules chargées de fer correspondent à des macrophages. Image en angle: Fort agrandissement des particules de 
fer (flèches). 
 
Un mois après la greffe, il n’y avait pas de différence d’angiogenèse entre les 2 groupes, avec 
respectivement un nombre médian de capillaires dans la zone limite de 1754 [1445;1891] et 
1700 [1636; 1881] par mm2 dans le groupe témoin et le groupe cœurs greffés avec des 
cellules rMAPC. De plus, il n’y avait pas de différence dans la densité des artérioles entre les 
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animaux-témoins (58,8 [36,76; 88,24]) et les animaux greffés avec des rMAPC (59,27 [38,38; 
114,71]), la densité étant définie comme le nombre de vaisseaux positifs à l’actine du muscle 
lisse par mm2. 
 
Discussion 
 
Cette étude a principalement permis de découvrir que sur un modèle de rat atteint d’infarctus 
chronique, la greffe de cellules rMAPC ne permet pas d’augmenter la FE au-delà de celle 
enregistrée dans le groupe des cœurs témoins ayant reçu l’injection d’un placebo, ce qui est 
bien corrélé avec le défaut de prise de greffe prolongée dans les cœurs ayant reçu une 
injection.  
L’observation initiale in vitro, selon laquelle les cellules MAPC se différenciaient au niveau 
unique de la cellule, en cellules ayant les caractéristiques des 3 couches embryonnaires (Jiang 
Y. 2002), augmentait l’espoir qu’elles pourraient être utilisées à des fins thérapeutiques pour 
réparer des tissus dégénérés malgré les défis techniques associés à leur identification 
(principalement dus à des marqueurs de surface négatifs) et la complexité de leur culture. 
Cependant, au cours de ces essais nous n’avons pas pu détecter par immunohistochimie des 
cellules rMAPC marquées à la protéine GFP dans aucune des coupes cardiaques, et ce un 
mois après la greffe, bien que la prise de greffe des cellules ait pu être documentée au cours 
des 2 premières semaines qui ont suivi la greffe, en se fondant sur le marquage au fer des 
cellules greffées ainsi qu’à l’étiquette de la protéine GFP. Un mois après l’injection, nous 
n’avons pas trouvé d’ADN codant pour la protéine GFP par PCR, ce qui suggère qu’il n’y 
avait pas, à ce stade, de cellules rMAPC viables dans les cœurs. Conformément à ces données, 
nous n’avons pas retrouvé de prolifération de cellules rMAPC par coloration et marquage au 
proliferating cell nuclear antigen (PCNA) (non publié ici). Il a été précédemment observé au 
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cours d’autres études, que les cellules de moelle osseuse greffées disparaissent avec le temps 
(Murry 2004, Agbulut 2004) peut-être le reflet de la sensibilité intrinsèque de ces cellules au 
manque de signaux nécessaires favorisant la survie cellulaire et/ou leur différenciation, dans 
ces milieux hypoxiques et fibreux. Cette supposition est confirmée par un état avancé de 
cicatrisation et de fibrose, compatible avec nos découvertes selon lesquelles l’apoptose, étape 
qui caractérise la première période post-infarctus n’était pas détectée par l’essai TUNEL (non 
publié ici). La présence de macrophages marqués au fer détectables immédiatement un mois 
après la greffe, suggère aussi une possible réponse inflammatoire due au rejet du greffon qui a 
pu survenir malgré l’immunosuppression par ciclosporine. En effet, des études récentes ont 
démontré que le manque d’expression d’antigène HLA de classe I dans les cellules MAPC est 
associé à un rejet, à médiation NK, lorsqu’il était greffé chez des souris NOD-SCID (Tolar 
2006). Dans ces essais, le contraste qui existe entre la tendance des cœurs greffés avec des 
cellules rMAPC à prévenir la détérioration de la FE dans le temps et l’absence de prise de 
greffe prolongée suggère l’implication possible des mécanismes paracrines où les cytokines 
et/ou les facteurs de croissance libérés par les cellules (Kinnaird 2004) présents au tout début 
de période qui suit la greffe, seraient responsables d’effets cardioprotecteurs qui pourraient 
ensuite rester actifs même si les cellules sources ont disparu. Ces effets pourraient entraîner 
des changements favorables dans la composition de la matrice extracellulaire si l’on prend en 
compte les récentes découvertes, qui montrent que la greffe de cellules souches 
mésenchymateuses chez les rats atteints d’infarctus du myocarde réduit le contenu en 
collagène et le taux de mRNA de facteur de croissance transformant β-1 (Xu 2005). Ces 
modifications biochimiques de la matrice extracellulaire, associées à un possible “effet 
ceinture” des cellules greffées, pourraient contribuer à un mécanisme de stabilisation de la 
paroi ventriculaire. Les résultats de cette étude ne sont pas en faveur d’effet sur l’angiogenèse 
ou sur l’arteriogenèse, comme les progéniteurs endothéliaux semblent le mettre en avant 
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(Rehman 2003), et malgré la découverte d’un petit nombre de cellules marquées au fer et 
positives aux marqueurs endothéliaux à différentes périodes post-greffe. Notre expérience ne 
permet pas de distinguer si ce phénotype est le résultat d’une différentiation, comme il a été 
décrit avec les cellules MAPC d’origine humaine, ou s’il s’agit du résultat d’une fusion 
(Reyes 2002, Alvarez-Dolado 2003). Enfin, la mobilisation paracrine des cellules souches 
internes (Beltrami 2001) serait un autre mécanisme possible, mais il ne s’agit jusqu’à présent 
que d’une spéculation, qui n’est en fait pas confirmée par l’incapacité des cellules rMAPC 
greffées à améliorer la FE de manière significative. Dès lors, un possible effet secondaire de 
la protéine eGFP peut être exclu, car bien que la GFP puisse altérer le couplage 
électromécanique en bloquant les liens actine-myosine grâce aux dépôts sarcomériques de 
protéine fluorescente (Agbulut 2006), un tel phénomène est sans rapport avec notre 
expérience actuelle où aucune des cellules rMAPC greffées n’a montré une capacité de 
différenciation en cardiomyocytes impliquant le développement d’un appareil contractile 
organisé.  
 
Limites 
 
Premièrement, la période de suivi a été limitée à 1 mois, aucune conclusion ne peut donc être 
formulée concernant la pérennité des effets du traitement au-delà de cette période. 
Deuxièmement, nous avons utilisé un modèle d’occlusion permanente de l’artère coronaire 
qui peut ne pas refléter la pratique médicale courante où les patients souffrant d’un infarctus 
aigu du myocarde bénéficient souvent d’une reperfusion précoce du vaisseau responsable. La 
sensibilité des cellules rMAPC à l’hypoxie pourrait expliquer le fait qu’elles n’aient pas 
survécu après 2 semaines. On ne peut donc pas exclure que leur devenir aurait été différent 
dans un milieu revascularisé.  
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Troisièmement, les cellules ont été injectées 2 semaines après l’infarctus, à une période où la 
cicatrisation est en phase de granulation; cet environnement peut ne pas être favorable à la 
survie du greffon cellulaire. Il est donc possible que des injections plus précoces auraient 
permis aux cellules de trouver des signaux plus appropriés à leur survie et à leur 
différenciation.  
Quatrièmement, le rejet immunitaire à médiation NK peut être responsable du peu de prise de 
la greffe, augmentant ainsi la possibilité d’une amélioration de la survie cellulaire par des 
schémas immunosuppresseurs plus appropriés. Enfin, aucun essai n’a été tenté pour dédier les 
cellules rMAPC à une lignée cardiaque avant de les greffer ; en effet, mêmes les cellules 
souches embryonnaires pluripotentes ont un taux limité de différenciation spontanée en 
cardiomyocytes in vitro. Il est nécessaire d’utiliser différentes combinaisons de facteurs de 
croissance et de conditions de culture pour les guider sur ce chemin (Kofidis 2004, Heng 
2004). Il est donc probable que la prédifférenciation des cellules rMAPC vers un phénotype 
cardiaque soit nécessaire pour améliorer la prise de la greffe et la différenciation finale en 
cardiomyocytes matures. Enfin, nous ne pouvons pas exclure le fait que la petite taille de 
l’échantillon peut nous avoir conduits à manquer des différences significatives dans les FE 
post-greffe, qui approchent le seuil des 0,05. 
 
Conclusion 
 
Malgré ces limites, ces données actuelles nous permettent raisonnablement de conclure que le 
potentiel de différenciation multi-lignée démontré par les cellules MAPC in vitro ne se traduit 
pas par une prise de greffe cardiaque in vivo sur le long terme ni une différenciation lorsque 
l’on utilise des cellules rMAPC non-différenciées et greffées dans une cicatrice d’infarctus. 
Bien que cette découverte se double d’un manque d’amélioration significative de la FEVG, 
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des études complémentaires semblent justifiées pour déterminer si les modifications de 
traitement des cellules MAPC, leur microenvironnement local ou le moment de leur injection, 
pourrait optimiser l’utilisation de ces cellules et donner lieu à un possible bénéfice. 
 
4- L’érythropoïétine peut-elle améliorer la prise de greffe des myoblastes 
squelettiques après un infarctus du myocarde ? 
 
Le dernier travail effectué au sein de l’U633, en expérimentation animale, avait également 
pour objectif une amélioration des résultats fonctionnels de la thérapie cellulaire par 
myoblastes. Les résultats encourageants par l’apport du gène HIF-1α conduisant à essayer une 
des protéines codées par ce gène : l’érythropoïétine.  
 
Apport personnel pour ce travail, publié : J Interact Cardiovasc Thorac Surg. 2007 
Jun;6(3):293-7. (cf chapitre IX).  
• chirurgie et anesthésie de tous les animaux opérés 
• soins courants sur toute la durée du protocole 
• préparation des échantillons après sacrifice des animaux 
• collecte des données 
• participation à l’analyse des données, rédaction finale de l’article 
 
Collaborations et aides pour l’élaboration du projet : 
• Agnès Maurel, Valérie Bellamy collaboration active pour toutes les manipulations en 
laboratoire 
• Alain Hagège et Sylvain Chanséaume : cardiologues référents de l’étude pour les 
échocardiographies 
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• Patrick Bruneval, Chantal Mandet : préparation des lames et analyse histologique 
• Professeur Philippe Menasché : directeur du travail et véritable référent, du début 
jusqu’à la finition complète. Aide et soutien intellectuel, financier, logistique, 
psychologique et rédactionnel 
 
« L’érythropoïétine peut-elle améliorer la prise de greffe des myoblastes 
squelettiques après un infarctus du myocarde ? » 
 
Introduction 
 
Malgré les données encourageantes faisant la “preuve du concept” et suggérant que les 
myoblastes squelettiques greffés peuvent améliorer les fonctions du ventricule gauche (VG) 
après un infarctus du myocarde, l’efficacité de la procédure reste limitée par le taux élevé de 
perte cellulaire (Maurel 2005), conséquence à la fois du mécanisme de fuite lors des injections 
et de la mort cellulaire du greffon. Puisque la mauvaise vascularisation des tissus cicatriciels 
cibles et l’ischémie du greffon qui en découle sont des facteurs contributifs à cette mort 
cellulaire, plusieurs stratégies ont été développées pour augmenter la vascularisation de la 
zone d’injection, en se basant principalement sur les facteurs de croissance (Yau 2004) 
(Azarnoush 2005). Cette étude a été conçue dans le but d’évaluer les effets de 
l’érythropoïétine (EPO) en partant du principe que cette cytokine anti-apoptotique et 
angiogénique (Maiese 2005) pouvait augmenter le taux de survie des myoblastes squelettiques 
et les résultats fonctionnels associés. 
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Méthodes 
 
Notre expérience a été réalisée conformément aux ‘Principles of Laboratory Animal Care’ 
(principes des soins à apporter aux animaux de laboratoire) rédigés par la National Society for 
Medical Research (Société nationale pour la recherché médicale) et le “Guide pour les Soins 
et l'Utilisation des Animaux de Laboratoire” préparé par l’Institute of Laboratory Animal 
Resources, Commission on Life Science, National Research Council, et publié par National 
Academy Press, révision de 1996. 
 
Cultures cellulaires 
Les cultures initiales de cellules musculaires ont été préparées à partir de rats mâles Lewis 
nouveau-nés (Charles Rivers, Arbresle, France) selon un protocole défini précédemment 
(Azarnoush 2005). Le jour de la greffe, les cellules ont été décongelées et lavées trois fois 
dans un milieu modifié Eagle avec de l’albumine de sérum bovin à 0,5% (fraction V ; Sigma, 
St Louis, MO). 
 
Erythropoïétine 
L’injection en intra péritonéal de la rhEPO (Epoetine Alfa 10000 Uyml [Eprex ®],  Janssen-
Cilag, Issy-les-Moulineaux, France) a débuté le jour précédent la greffe de cellules. Elle a été 
administrée à une dose de 500 U/kg trois fois par semaine pendant deux semaines.  
 
Modélisation de l’infarctus du myocarde 
Des rats femelles Lewis (Charles Rivers) ont été anesthésiées par isoflurane (1–3%). L’accès 
au cœur a été réalisé par une thoracotomie gauche et la ligature de l’artère coronaire gauche à 
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l’aide d’un point de polypropylène 5/0 (Ethicon, Somerville, NJ) a permis de générer un 
infarctus du myocarde. 
 
Protocole expérimental  
Treize jours après la création de l’infarctus, une échocardiographie initiale a été pratiquée sur 
les rats pour évaluer la fonction du ventricule gauche (VG) ; seuls ceux dont la fraction 
d’éjection (FE) était inférieure à 45% ont été sélectionnés pour ces essais. Après la réalisation 
d’une sternotomie médiane, ces animaux ont été répartis au hasard pour recevoir des 
injections intra-myocardiques du milieu de culture (témoins, n=7), de myoblastes 
squelettiques (5=106, n=10), d’EPO (n=8), ou de myoblastes squelettiques (5=106) combinés 
avec de l’EPO (n=10). Lors de chaque injection, 150 ml volume étaient injectés à l’aide d’une 
aiguille de 19 gauge en trois ou quatre sites au centre et en bordure de la cicatrice d’infarctus. 
Aucun traitement immunosuppresseur n’a été administré de part la nature syngénique de ces 
animaux de laboratoire 
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Critères cliniques : 
 
Hématocrite 
Le taux d’hématocrite a été analysé le jour de l’infarctus et le jour du sacrifice. 
 
Fonction ventriculaire gauche  
La fonction ventriculaire gauche a été mesurée par échocardiographie en 2D (Agilent SONOS 
HP-5500 avec une sonde de 7,5 MHz) peu de temps avant les injections (c.à.d. 13 jours après 
l’infarctus) et un mois après, comme décrit précédemment (Azarnoush 2005). 
 
Prise de greffe des cellules et angiogenèse 
Après le dernier examen échocardiographique, les cœurs ont été prélevés et séparés en deux 
moitiés par une coupe petit axe passant par la partie centrale de la zone de nécrose. Les 
analyses histologiques et immunohistochimiques ont été pratiquées à partir des deux blocs de 
chaque cœur sur des coupes cryostat de 8 mm d’épaisseur. La vascularisation et la prise de 
greffe des myoblastes ont été mesurées par immunomarquage, à l’aide d’anticorps 
monoclonaux anti-cellules endothéliales de rat (RECA, clone HIS52, Serotec, Oxford, UK) et 
de myosine squelettique rapide (clone My-32, Sigma, St Louis, MI), les deux étant conjugués 
à un anticorps secondaire anti IgG de souris biotinylé (Vector, Burlingame, CA). Les analyses 
ont été réalisées à l’aide d’un microscope (Leica DMIL, Wetzlar, Germany) équipé d’une 
caméra digitale (Qicam, Qimaging, Burnaby, BC, Canada). Les images digitales ont été 
obtenues à partir d’un grossissement moyen de dix (respectivement X10 et X5 pour 
l’agrandissement objectif de l’angiogenèse et la prise de greffe des cellules); elles ont ensuite 
été traitées par le logiciel Metamorph (Universal Imaging Corporation, Downington, PA). 
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Survie cellulaire  
Les ventricules gauches d’un sous-groupe comprenant la greffe de myoblastes mâles chez des 
femelles, excisés à la fin de l’étude (n=3 pour les groupes myoblastes uniquement et 
myoblastes + EPO), ont été immédiatement congelés dans de l’azote liquide et stockés à -
80°C. Les muscles ont été décongelés sur la glace, hachés et digérés jusqu’à obtenir une 
homogénéité dans la nuit à une température de 4 °C dans un tampon de lyse (Roche, Basel, 
Suisse). L’acide désoxyribonucléique (ADN) a été isolé à partir de tous les homogénéisats 
grâce au kit de purification d’ADN Wizard (Promega, Charbonnieres, France), dissout dans 
un tampon de Tris–HCl (5 mmol/ l, pH 8,5) et analysé en temps réel par PCR quantitative 
décrite précédemment (Ott 2004). Une séquence spécifique du chromosome Y du rat située 
dans la zone du Y déterminant le sexe (sry) a été utilisée pour déterminer les quantités 
relatives de cellules masculines après greffe.  
 
Apoptose 
La technique TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP Nick-End 
Labeling) a permis de visualiser in situ la fragmentation nucléaire de l’acide 
désoxyribonucléique, à l’aide du dispositif DeadEnd TM Fluorometric TUNEL (Promega). 
 
Analyse des données : 
Toutes les analyses fonctionnelles et histologiques ont été réalisées en aveugle. L’analyse de 
la variance (ANOVA) pour les groupes, la période et leur interaction ont été utilisées pour 
établir les comparaisons entre les groupes et au sein des groupes, des taux d’hématocrite et de 
la fonction ventriculaire gauche. Lorsque le test global Fisher était significatif, le test de 
Student a permis d’établir des comparaisons appariées. Le seuil critique α a été défini à 0,05 
et la procédure descendante de Bonferroni-Holm a été utilisée pour ajuster les multiples 
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comparaisons. Les données sont affichées comme la moyenne ± la déviation standard (D.S) 
ou comme une estimation des différences avec leur intervalle de confiance associé (IC 95%). 
Les différences entre les moyennes de la FE sont exprimées comme points pourcentage. 
Toutes les analyses ont été faites grâce au logiciel SAS Statistical (Version 8.2, Cary, NC, 
USA). 
 
Résultats 
 
Mortalité des animaux  
Le taux de mortalité précoce après la ligature de l’artère coronaire et la greffe était 
respectivement de 11% et 5%, sans différence entre les différents groupes.  
 
Caractérisation des cellules injectées  
Lors de la greffe, le pourcentage de cellules myogéniques, était de 54,6% comme le montre 
les tests positifs à la desmine. L’exclusion au bleu trypan a permis de déterminer que le taux 
de viabilité post-décongélation était de 85%. 
 
Modifications du taux d’hématocrite 
Initialement, les taux d’hématocrite étaient en moyenne respectivement de 42±2%, 41±3%, 
42±4%, et 41±3% dans les groupes témoin, EPO, myoblastes uniquement et myoblastes + 
EPO (effet principal simple du groupe initial : P=0,90). A un mois, les taux d’hématocrite 
restaient inchangés par rapport aux valeurs initiales dans les groupes témoin et myoblastes 
uniquement (respectivement 41±2% et 41±3%), alors qu’ils avaient augmenté de manière 
significative dans le groupe de rats traités par EPO uniquement (52±5%) ou dans le groupe 
EPO + myoblastes (50±5%). En ce qui concerne ces deux groupes, la différence avec leurs 
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congénères non-traités était très significative (les différences estimées à un mois allaient de 
8,3 et 11,5% points, P<0,0001 pour chaque comparaison appariée). 
 
Résultats fonctionnels 
Les FE initiales allaient de 33 à 38% et n’étaient pas significativement différentes d’un 
groupe à un autre (effet principal simple du groupe initial : P=0,34). Par contre, le schéma des 
modifications était par la suite très différent entre les groupes (schéma 1). Ainsi, après 1 mois, 
la FE des deux groupes ayant reçu une greffe de myoblastes était très nettement supérieure à 
celle du groupe témoin avec ou sans EPO (11,4 [IC 95% : 3,7 ; 19,1]% points, P=0,02) ou (11 
[IC 95% : 2,9 ; 19,1]% points, P=0,03). Les différences entre les deux groups ayant reçu une 
greffe de myoblastes et le groupe EPO uniquement suivaient le même schéma (14,9 [IC 95% : 
7,1 ; 22,8]% points pour les myoblastes uniquement vs. EPO, P=0,02 et 15,3 [IC 95% : 7,9 ; 
22,8]% points pour les myoblastes + EPO vs. EPO, P=0,001). Cependant, l’ajout d’EPO au 
sein des deux groupes traités par myoblastes n’a pas permis d’augmenter la FE de manière 
significative à une valeur supérieure à celle des cœurs n’ayant reçu que des myoblastes 
(différence entre les  groupes : 0,4 [IC 95% : -7,0 ; 7,9]% points, P=0,91). Des augmentations 
significatives du LVEDV et du LVESV (respectivement P=0,0003 et P=0,0011, vs. valeurs 
initiales) ont été enregistrées sur tous les cœurs et bien que ceux ayant reçu une injection de 
myoblastes, avec ou sans EPO, ont montré une plus faible augmentation du LVESV que les 
cœurs n’ayant pas reçu d’injection cellulaire (Tableau 1), les différences à un mois entre les 
groupes n’étaient pas significatives.  
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Schéma 1. Modifications de la fraction d’éjection du ventricule gauche *P=0,03 vs. témoin; †P=0,02 vs. EPO 
uniquement ; # P=0,02 vs. témoin; 4,=0,001 vs. EPO uniquement ; FEVG, fraction d’éjection du ventricule 
gauche. Les données sont des moyennes ± D.S 
 
Paramètres Témoins EPO Myoblastes Myoblastes + EPO 
 n=7 n=8 n=10 n=10 
LVEDV     
Valeurs initiales 0,40±0,07 0,42±0,06 0,40±0,05 0,42±0,09 
Post traitement 0,46±0,07 0,55±0,17 0,47±0,13 0,52±0,09 
% modification 18,2±25,1 30,1±30,8 17,6±25,0 33,4±51,8 
LVESV     
Valeurs initiales 0,25±0,06 0,28±0,06 0,25±0,05 0,28±0,08 
Post traitement 0,31±0,04 0,41±0,18 0,28±0,10 0,30±0,07 
% modification 30,9±27,0 43,1±39,1 9,9±27,8 13,4±41,2 
 
Tableau 1 : Modifications des volumes de fin de diastole et de fin de systole du ventricule gauche 
(respectivement LVEDV et LVESV). Les données (ml) sont données comme des moyennes ±D.S. EPO, 
érythropoïétine. 
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Prise de greffe des cellules, angiogenèse et survie 
Le nombre de vaisseaux positifs au gène recA retrouvés dans la zone de l’infarctus des rats 
ayant reçu une greffe de myoblastes n’était pas modifié par l’EPO : respectivement 
1,191±147/mm 2 et 1,086±228/mm 2 dans le groupe myoblastes uniquement et dans le 
groupe myoblastes + EPO. L’EPO n’a pas non plus permis d’augmenter l’angiogenèse dans le 
myocarde sain à distance de la zone nécrotique (2,120±39/ mm2 vs. 2,359±386 mm2 dans le 
groupe myoblastes uniquement). La greffe de myoblastes était similaire à ces modèles 
puisque la zone My32 positive à la fluorescence (exprimée comme pourcentage de la zone 
d’infarctus) ne montrait pas de différence avec les cœurs ayant reçu uniquement des 
myoblastes (7,1±1,5%) et ceux où l’injection de myoblastes était associée à de l’EPO 
(11,2±6,9%). Les coupes représentatives sont montrées dans le schéma 2. Conformément à 
ces données, le nombre de cellules donatrices estimé par l’ACP concernant le chromosome 
sry était similaire dans ces deux groupes et était en moyenne de 1X106. 
 
Apoptose 
Un mois après la greffe, l’apoptose était presque négligeable puisque très peu de cellules 
contenant des noyaux positifs au TUNEL ont pu être détectées sur les coupes de cœurs, que 
l’EPO ait été ou non combinée avec les myoblastes. 
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Fig. 2. Greffe de myoblastes dans un cœur n’ayant reçu que des myoblastes (image du haut) et dans un cœur 
ayant reçu des myoblastes + EPO (image du bas). Grossissement X 5 
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Discussion 
 
Cette étude confirme les bénéfices de la greffe de myoblastes squelettiques mais elle n’a pas 
permis de démontrer que l’adjonction d’un traitement à l’EPO améliorait la survie cellulaire, 
l’angiogenèse et les résultats fonctionnels.  
 
Arguments pour l’utilisation de l’ EPO 
Les causes principales de mort cellulaire post-greffe incluent principalement l’inflammation, 
la perte des signaux de survie de la matrice extracellulaire et l’ischémie du greffon. Afin de 
répondre à cette composante ischémique, les interventions (autres que par la revascularisation 
directe par angioplastie ou pontage) peuvent être classées en co-injections de facteurs de 
croissance angiogéniques (Azarnoush 2005), de transfection cellulaire avec certains de ces 
facteurs (Yau 2004) ou de co-greffe de cellules angiogéniques dérivées de la moelle osseuse 
(Ott 2004). Ces stratégies ont montré leur part de réussite dans l’augmentation de la néo-
revascularisation locale et de la fonction ventriculaire post-infarctus, mais leur application 
clinique peut présenter un problème de par la courte demi-vie des protéines recombinées, la 
question concernant l’innocuité des vecteurs viraux ou la complexité de la greffe de cellules 
recombinées. Nous avons donc testé l’hypothèse selon laquelle l’administration d’EPO 
pourrait être une alternative efficace.  
Il a été démontré que l’EPO améliorait la fonction du VG chez un modèle animal atteint 
d’infarctus du myocarde (Calvillo 2003, Moon 2003) indépendamment de ses effets sur 
l’érythropoïèse, grâce à ces effets angiogéniques (Maiese 2005, Van der Meer 2005) et anti-
apoptotiques (Calvillo 2003, Moon 2003). Dans un contexte clinique, l’EPO est attrayante car 
son profil de sécurité est bien connu, y compris chez les patients ayant subi une chirurgie 
cardiaque (Alghamdi 2006). La découverte de récepteurs EPO sur des cardiomyocytes 
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ventriculaires et cellules endothéliales humaines (Depping 2005) étaie la thèse selon laquelle 
cette solution pourrait être un complément utile à la greffe cellulaire chez des patients atteints 
d’une pathologie cardiaque ischémique. 
 
Interprétation des données 
L’incapacité de l’EPO à potentialiser les bénéfices fonctionnels de la greffe de myoblastes 
n’est certainement pas la conséquence d’une administration inefficace de la solution puisque 
les taux d’hématocrite sont significativement plus élevés dans les groupes traités par EPO. 
Cette découverte négative peut sembler surprenante car, sauf pour une étude (Hale 2005), les 
comptes-rendus antérieurs sur l’EPO rapportaient sa capacité à réduire la taille de l’infarctus, 
à remodeler le VG et les troubles fonctionnels de contractilité chez le modèle du rat et du 
chien lors d’occlusion-reperfusion (Calvillo 2003) ou lors de ligature permanente de l’artère 
coronaire (Moon 2003, Parsa 2003). Cependant, cette discordance pourrait s’expliquer par les 
différences essentielles entre les temps de traitement et les critères cliniques principaux. Au 
cours de toutes ces études positives, sauf une (Van der Meer 2005), l’administration d’EPO a 
débuté au moment de l’infarctus (Parsa 2003) ou au début de la reperfusion (Calvillo 2003) 
(Parsa 2003) avec pour objectif principal de réduire la taille de l’infarctus. A l’inverse, dans 
notre étude, l’administration de la solution a été retardée jusqu’à trois semaines après 
l’infarctus et avait pour principal objectif d’améliorer la vascularisation du greffon et sa survie. 
Au cours de cette étape tardive, la cicatrisation de l’infarctus est déjà largement terminée et 
les signaux requis pour garantir l’efficacité de l’EPO peuvent s’être estompés. Plus 
spécifiquement, l’apoptose des cardiomyocytes natifs n’est plus un phénomène prédominant, 
il manque donc une cible importante aux effets de l’EPO. De même, si la mobilisation des 
cellules progénitrices endothéliales dérivées de la moelle osseuse assure la médiation des 
propriétés angiogéniques de l’EPO (Heeschen 2003), la voie d’accès nécessaire à la bonne 
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régénération du myocarde peut aussi être perturbée car le SDF-1 n’est plus régulé aussitôt 
après infarctus. Cette hypothèse est étayée par les études dose-réponse montrant une fenêtre 
thérapeutique relativement étroite (Moon 2005). 
 
Limites  
 
Les limites de l’étude sont les échantillons de petites tailles, les examens 
échocardiographiques opérateur-dépendant, le suivi court et l’absence de relation dose-
réponse. En effet, bien que l’absence d’une évaluation directe des concentrations 
myocardiques en EPO ne permette pas d’éliminer un problème de dosage, le protocole 
médicamenteux a été choisi afin de correspondre à un protocole clinique approprié et 
réellement efficace en matière d’augmentation significative des taux d’hématocrite. La voie 
d’administration systémique (intra péritonéale) plus que la dose, pourrait expliquer l’efficacité 
thérapeutique sous-optimale puisque notre modèle d’occlusion permanent de l’artère 
coronaire peut avoir empêché l’administration efficace de la solution dans les zones ciblées du 
myocarde. Cette hypothèse est confortée par la récente découverte de fonctions améliorées et 
d’une réduction de la fibrose chez un modèle porcin atteint d’une ischémie chronique 
progressive du myocarde chez qui l’EPO avait directement été injectée dans la zone 
ischémique par injections endocardiques (Krause 2006). 
En conclusion, les résultats actuels montrent qu’un protocole cliniquement approprié 
d’administration d’EPO dans le contexte d’un infarctus du myocarde non reperfusé n’a pas 
permis d’améliorer la prise de greffe des myoblastes et les fonctions du VG post- greffe ce qui 
justifie ainsi la recherche en cours de stratégies plus efficaces permettant d’améliorer la survie 
cellulaire. 
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V- Applications en recherche humaine :  
Dépôt d’un PHRC en 2007. Protocole accepté et 
actuellement en cours sur le CHU G. Montpied 
 
Ces projets de recherche en laboratoire aboutissent à l’écriture, soumission et acceptation d’un 
protocole de recherche clinique sur l’homme.  
Le rationnel du projet s’appuie sur deux constatations. Premièrement, la chirurgie de pontage 
aorto coronaire bien que très efficace dans le traitement de l’ischémie myocardique n’est pas 
capable d’améliorer la contractilité myocardique chez des patients avec un remodelage avancé 
du VG, et ceci malgré la persistance d’une viabilité résiduelle importante. Or, l’absence 
d’amélioration de la fraction d’éjection se manifeste par l’absence d’amélioration de signes 
d’insuffisance cardiaque et un mauvais pronostic à moyen terme. D’autre part, il a été 
récemment démontré que l’injection intramyocardique des cellules souches dans les territoires 
hibernants chez les patients non revascularisables permet d’améliorer la contractilité globale 
du VG et cela malgré une dilatation importante de la cavité. Il est donc intéressant d’évaluer 
l’association de la revascularisation chirurgicale et de la greffe cellulaire dans la prise en 
charge des patients qui présentent une dilatation importante du VG mais une viabilité 
résiduelle.  
 
Objectif principal 
L’objectif principal de cette étude est de vérifier l’hypothèse que l’association de la chirurgie 
de revascularisation coronaire et d’une greffe intra-musculaire de cellules mononuclées 
médullaires permet une amélioration de la fonction contractile globale du VG des patients 
ayant une cardiopathie ischémique évoluée (définie comme une augmentation du volume télé 
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systolique > 130 ml et une fraction d’éjection < 40%) et une viabilité résiduelle importante 
(définie comme > 30% du VG).  
 
Type d’étude 
Il s’agit d’une étude pilote, monocentrique, en groupes parallèles, prospective, contrôlée, 
randomisée et en simple insu. Nombre de sujets inclus : 30 (15 par groupe). 
 
Méthodologie 
Deux groupes seront donc comparés dans cette étude : 
- Groupe A : patients traités exclusivement par la chirurgie de revascularisation   coronaire 
- Groupe B : patients traités par l’association de la greffe de cellules souches médullaires 
autologues à la chirurgie de revascularisation. 
L’amélioration de la fonction contractile globale sera appréciée en mesurant la fraction 
d’éjection globale du VG. Une augmentation d’au moins 5 % de cette dernière entre la 
période préopératoire et le contrôle à 6 mois sera considérée comme un succès. (La 
comparaison entre la période préopératoire et 1 an sera également réalisée). 
Le prélèvement de la moelle osseuse par ponction au niveau du sternum ou des crêtes iliaques 
sera réalisé le jour de l'intervention. Le prélèvement sera transféré dans le centre de thérapie 
cellulaire où des cellules mononuclées seront préparées pour l'injection. Cette préparation 
cellulaire sera renvoyée immédiatement au bloc opératoire où la greffe cellulaire sera réalisée 
dans les territoires repérés hibernants avant l’intervention. 
Les patients présélectionnés, qui accepteront la participation dans l’étude bénéficieront d’une 
imagerie par résonance magnétique et d’une imagerie isotopique (TEP au 18 FDG et TEMP 
au Tc99m-sestamibi) pour confirmer leur éligibilité dans l’étude. Avant la réalisation du geste 
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opératoire, tous les patients bénéficieront d’une évaluation clinique et biologique complète 
ainsi que d’une épreuve d’effort métabolique.  
Le suivi clinique sera réalisé à la sortie de l’hôpital, à un mois, à 6 mois, à 1 an et à 2 ans. Le 
suivi biologique sera réalisé dans la période post-opératoire immédiate (en ce qui concerne les 
paramètres d'inflammation ou de souffrance myocardique) et à 1 mois, 6 mois, 1 an et à 2 ans 
(en ce qui concerne le dosage de BNP). Au 6ème mois et à 1 an tous les patients bénéficieront 
d'un autre examen par l'IRM (pour évaluer l'évolution des volumes ventriculaires, la fraction 
d'éjection globale et la contractilité régionale) et d’un TDM (à la recherche d’un éventuel 
dysfonctionnement des pontages) et d’une épreuve d’effort métabolique (pour apprécier 
l’amélioration de l’état clinique). 
 
Apport personnel pour ce travail : 
• participation à la rédaction du protocole 
• intervention chirurgicale pour tous les patients participant à l’étude 
• coordination des différentes équipes 
• collecte des données avec l’aide de l’attaché à la recherche clinique 
 
Collaborations et aides pour l’élaboration du projet : 
• Janusz Lipiecki : cardiologue référent de l’étude et participation active à la rédaction 
du protocole avant sa soumission 
• Justyna Kanold : responsable pour le prélèvement, la purification et la préparation du 
greffon cellulaire (centre régional de cancérologie et thérapie cellulaire pédiatrique) 
• P. Chabrot, F. Cachin : responsables de l’imagerie  
• D. Morand : Attaché de recherche clinique 
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Rationnel de l’étude 
 
Le pronostic des patients atteints d'une cardiopathie ischémique au stade d'insuffisance 
cardiaque congestive reste mauvais malgré des progrès thérapeutiques récents (Gheorghiade 
1998, Baker 1994). La mortalité annuelle des patients atteints d'une insuffisance cardiaque 
sévère (classe IV de la NYHA) atteint 20% malgré un traitement optimal associant un 
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inhibiteur d'enzyme de conversion et un bêta-bloquant de la troisième génération (Packer 
2001). La prévalence de l'insuffisance cardiaque augmente dans des pays occidentaux, dont en 
France, devenant une véritable endémie du XXIème siècle (Zannad 1999). Le coût de la prise 
en charge de cette pathologie croît proportionnellement à sa prévalence; selon l'INSERM, en 
1992, le coût total de l'insuffisance cardiaque en France était de 700 millions euros, dont 530 
millions pour les hospitalisations. 
La transplantation cardiaque reste une option thérapeutique très valable pour des patients 
atteints d'une insuffisance cardiaque terminale, mais la pénurie de greffon ainsi que les 
problèmes d'un traitement anti-rejet au long cours en limitent l'utilisation. 
La resynchronisation de la contractilité par une stimulation bi-ventriculaire permet d'améliorer 
de façon parfois spectaculaire l'état des patients atteints d'asynchronisme (Abraham 2002), 
mais ils ne représentent qu'une minorité des patients en insuffisance cardiaque (McAlister 
2006). 
La revascularisation chirurgicale par pontage aorto-coronaire reste une méthode thérapeutique 
de référence des patients porteurs d'une cardiopathie ischémique multitronculaire, même en 
présence d'une altération importante de la fonction contractile (Cimochowski 1997, Trachiotis 
1998). La décision d'une revascularisation chez des patients présentant une altération de la 
contractilité (fraction d’éjection < 35%) et des signes d'insuffisance cardiaque est souvent 
prise en fonction de l'existence d'une viabilité résiduelle. Il a été démontré qu'en absence de 
viabilité dans des territoires akinétiques, il n’y a pas de bénéfice clinique à moyen terme avec 
un risque opératoire important (Lee 1994). Une amélioration de la contractilité globale 
(appréciée par la fraction d'éjection) peut être espérée si la quantité des territoires viables est 
au moins de 25%-30% de la masse musculaire totale du VG (Tilisch 1986, Bax 1999, 
Schinkel 2001). 
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L’amélioration de la fraction d’éjection globale du VG de 5% semble être corrélée à une 
amélioration du pronostic (Bax 2001). Malheureusement, 30 à 40 % des patients avec une 
viabilité résiduelle importante n'améliorent pas la fraction d'éjection après une 
revascularisation et cette absence d’amélioration de la contractilité est liée à un pronostic 
défavorable au moyen terme. Un remodelage important du VG avec une dilatation du volume 
télé systolique supérieure à 50 – 60 ml/m² a été mis en évidence comme facteur le plus 
important de cet échec thérapeutique (Yamaguchi 1998, Schinkel 2004, Bax 2004). 
Récemment, il a été mis en évidence que des cellules souches adultes présentaient une 
plasticité permettant d'envisager leur utilisation dans des maladies dégénératives des 
différents organes.  
Plusieurs travaux aussi bien expérimentaux que cliniques ont été réalisés avec la greffe de 
cellules souches en cardiologie. Plusieurs types de cellules (cellules souches médullaires, 
cellules souches circulantes, cellules satellites des muscles striés) ont été évalués aussi bien 
dans le traitement préventif du remodelage ventriculaire gauche en post-infarctus que dans le 
traitement curatif chez des patients avec une cardiopathie ischémique chronique (Menasché 
2001, Menasché 2003, Smits 2005, Siminiak 2004, Siminiak 2005, Strauer 2002, Wollert 
2004, Schächinger 2004, Perin 2003). Dans cette deuxième population de patients, les cellules 
satellites des muscles striés ou les myoblastes ont été injectés dans des zones nécrosées soit 
pendant une chirurgie de pontage par voie épicardique (Menasché 2001, Menasché 2003, 
Siminiak 2004) soit par voie endo-cavitaire (Smits 2003) soit par voie trans vasculaire à partir 
du système veineux coronaire (Siminiak 2005). 
L’amélioration de la contractilité est souvent modérée sans modification des volumes 
ventriculaires. Dans le travail de Perin (Perin 2003) chez des patients présentant une 
cardiopathie ischémique évoluée non revascularisable, ni par l’angioplastie, ni par la chirurgie, 
les cellules souches médullaires ont été injectées par voie endo-cavitaire par le système 
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NOGA dans les zones viables. Une amélioration moyenne de la fraction d’éjection de 9% (de 
20±9% à 29±13%) a été observée et cela malgré une dilatation importante du volume télé 
systolique (174.1±78.7 ml) avant la procédure.  Il est d’ailleurs à noter une diminution de ce 
volume à 133.5±54 ml au contrôle au 4ème mois. 
Le mécanisme d’action des cellules souches transplantées dans le tissu myocardique n’est pas 
clairement élucidé. Probablement, le mécanisme est complexe incluant la stimulation de la 
néo angiogenèse, l’inhibition de l’apoptose, et peut-être une transdifférenciation des cellules 
souches en cardiomyocytes (Dawn 2005). Les cellules souches sont également la source de 
plusieurs cytokines qui peuvent avoir un effet sur la récupération fonctionnelle (Dimmeler 
2005). 
La question de l’innocuité de la thérapie cellulaire a été analysée dans plusieurs études. Une 
augmentation de taux de resténose coronaire a été signalée après l’injection intra coronaire de 
cellules souches CD 133+ (Mansour 2006), ou la mobilisation des cellules souches par le G-
CSF (Kang 2004). Un risque de développement des troubles du rythme ventriculaire a été 
suggéré récemment par Hendrikx (Hendrikx 2006). 
 
Le justificatif de notre étude est basé sur les trois notions suivantes : 
1) 40% à 50% des patients avec une cardiopathie ischémique chronique évoluée au stade 
d’altération importante de la fonction systolique du ventricule gauche associée à une 
dilatation de la cavité, présentent une viabilité résiduelle concernant au moins 30% du muscle 
du VG (Tilisch 1986, Bax 1999, Schinkel 2001). 
2) Il existe un seuil de dilatation du volume télésystolique du ventricule gauche au-delà 
duquel on n’observe plus de récupération fonctionnelle malgré une revascularisation 
chirurgicale complète et la présence d’une viabilité > 30% du myocarde (Yamaguchi 1998, 
Schinkel 2004, Bax 2004). 
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3) L’injection intramyocardique des cellules souches dans cette population de patients 
peut améliorer la contractilité globale (FE) et provoquer un remodelage inverse (réduction des 
volumes ventriculaires) (Perin 2003). 
A notre connaissance les seules études qui ont analysées la faisabilité de l’injection des 
cellules souches dans la population de patients ayant une cardiopathie ischémique associée à 
une dilatation importante du ventricule gauche, en présence d’une viabilité résiduelle 
importante, sont celle de Perin (Perin 2003)) et celle de Patel (Patel 2005). Il est vrai que dans 
la seconde étude une sous-population de cellules souches (CD34+) a été testée et que les 
résultats ne peuvent être comparés à ceux de notre travail. 
D’autres travaux ont été consacrés à l’analyse des effets de la transplantation des cellules 
souches chez les patients avec cardiopathie ischémique. Deux approches ont été testées ; des 
injections transépicardiques lors d’une chirurgie de revascularisation et des injections 
transendocardiques avec un sytème de guidage électromagnétique. Il est à noter que les 
populations des patients inclus dans ces études sont différentes de celle que nous voulons 
étudier. Dans l’étude de Mocini (Mocini 2006) et celle de Hendrix (Hendrikx 2006), les 
patients ont été sélectionnés sur la base de présence d’une cicatrice d’infarctus et non sur la 
présence de viabilité. Dans l’étude de Hendrix, on n’a pas observé ni d’amélioration de la 
fraction d’éjection globale ni la réduction des volumes ventriculaires. Par contre une 
amélioration significative de l’épaississement régional dans le groupe traité par l’injection des 
cellules souches a été observée. Dans l’étude de Mocini, des injections de cellules souches ont 
été réalisées dans les zones bordantes de l’infarctus donc avec probablement une viabilité 
résiduelle au moins partielle. Dans cette étude, une amélioration de la fraction d’éjection a été 
observée (de 46% à 51%, p=0.048) et non dans le groupe témoin (de 48% à 49%, p=NS). 
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La voie d’injection transendocardique des cellules souches a été étudiée par Fuchs (Fuchs 
2001, Fuchs 2003, Fuchs 2006) et par Tse (Tse 2003). Dans un travail pré-clinique, Fuchs 
(Fuchs 2001) a évalué in vitro la sécrétion par des cellules souches des facteurs promoteurs du 
développement de la circulation collatérale (VEGF et MCP-1) et également l’effet des 
injections de cellules souches sur un modèle du myocarde hibernant chez le cochon. Dans 
cette étude, il a été démontré que la production des facteurs VEGF et MCP-1 dans la culture 
des cellules souches augmentait avec le temps jusqu’à 4 semaines. Dans le modèle animal, 
une amélioration de la circulation collatérale et une augmentation de la contractilité ont été 
observées. 
Deux autres études du même groupe ont testé l’efficacité des injections des cellules souches 
chez des patients avec une ischémie sévère (et donc une viabilité résiduelle) et non 
revascularisable par la chirurgie ou angioplastie (Fuchs 2003, Fuchs 2006). Il s’agit 
néanmoins d’une population de patients avec un degré bien moindre d’altération de la 
contractilité du ventricule gauche que les sujets éligibles dans notre étude (FE = 48%). C’est 
peut-être une des raisons expliquant pourquoi l’amélioration des symptômes cliniques et la 
diminution de l’ischémie myocardique observées, ne sont pas associées à une amélioration de 
la fraction d’éjection. Les mêmes remarques peuvent être adressées à l’étude publiée par Tse 
((Tse 2003) ou la diminution de l’ischémie et non l’amélioration de la contractilité a été 
analysée dans une population de 8 patients avec une fraction d’éjection subnormale (FE = 
57.6+/-10.8%). 
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Objectifs de l’étude 
 
- Objectif principal 
L’objectif principal de cette étude est de vérifier l’hypothèse que l’association de la chirurgie 
de revascularisation coronaire et d’une greffe intra-musculaire de cellules mononuclées 
médullaires permet une amélioration de la fonction contractile globale du VG des patients 
ayant une cardiopathie ischémique évoluée (définie comme une augmentation du volume télé 
systolique > 130 ml et une fraction d’éjection < 40%) et une viabilité résiduelle importante 
(définie comme > 30% du VG).  
 
- Objectifs secondaires 
- Evaluation de la fonction contractile régionale du VG 
- Evaluation de la réversibilité du remodelage du VG 
- Vérification que la récupération de la fonction contractile s’accompagne d’une amélioration 
de l’état fonctionnel des patients 
 
Critères d’évaluation 
 
- Critère d’évaluation principal 
L’amélioration de la fonction contractile globale sera appréciée en mesurant la fraction 
d’éjection globale du VG. Une augmentation d’au moins 5 % de cette dernière entre la 
période préopératoire et le contrôle à 6 mois sera considérée comme un succès. (La 
comparaison entre la période préopératoire et 1 an sera également réalisée). 
Cette fraction d’éjection est mesurée au moyen d’une IRM, grâce à la formule suivante : 
{ [(volume télédiastolique) – (volume télésystolique)] / (volume télédiastolique)  * 100  
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- Critères d’évaluation secondaires 
 
- La fraction contractile régionale sera évaluée en estimant l’épaississement et la cinétique 
segmentaire (mesurés par IRM). 
- La réversibilité du remodelage du VG sera appréciée en étudiant l’évolution des volumes 
télédiastolique et télésystolique (mesurés par IRM). 
- L’état fonctionnel des patients sera évalué par les 3 critères suivants : 
Mesure de la dyspnée par classification NYHA 
Calcul du pic de la consommation d’oxygène à l’effort (mesuré au cours de l’épreuve 
d’effort métabolique) 
Mesure de la qualité de vie au moyen d’un questionnaire SF 36. 
 
Population de l’étude 
 
- Critères d’inclusion 
- Hommes ou femmes majeurs et âgés de moins de 70 ans  
- Patients vivant dans la région d’Auvergne  
- Coopération et compréhension permettant de se conformer de façon stricte aux conditions 
prévues par le protocole 
- Personne informée du déroulement du protocole et ayant signé le consentement éclairé 
- Affiliation au régime de la sécurité sociale 
- Patients acceptant de bénéficier d’un séjour à la clinique cardio-pneumologique de Durtol 
pour un programme de rééducation 
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De plus sur le plan cardiovasculaire, les sujets devront respecter les critères suivants : 
- Patients devant bénéficier d’une chirurgie de revascularisation coronaire 
 
- Patient souffrant d’une cardiopathie ischémique due à un infarctus datant de plus d’une 
semaine ou à une hibernation / sidération du myocarde 
- Stable sur le plan angineux (SCC II-III) et sur le plan de l’insuffisance cardiaque (NYHA II-
III)  
- Atteinte pluri-tronculaire revascularisable chirurgicalement 
- Rythme sinusal stable 
Enfin cette étude s’adresse à des patients souffrant d’une cardiopathie ischémique 
chronique définie par les critères suivants : 
- Dilatation du volume télé systolique > 50 ml / m² et altération de la contractilité globale 
définie comme une fraction d’éjection < 40% (appréciée par IRM) 
- Avec une viabilité résiduelle dans des zones hypo contractiles > 30% de la masse du VG 
(appréciée par imagerie isotopique par  TEP au 18 FDG et  TEMP au Tc99m-sestamibi) 
 
- Critères de non inclusion 
- Ayant eu un infarctus depuis moins de 3 mois 
- Cardiopathie ischémique instable (c'est à dire justifiant une intervention dans des délais ne 
permettant pas la mise en place du protocole) 
- Présence d’une pathologie valvulaire devant bénéficier d’une correction chirurgicale 
- Présence d’une cardiopathie congénitale 
- Présence de troubles du rythme supra-ventriculaires 
- Présence de troubles du rythme ventriculaires graves nécessitant l’implantation d’un 
défibrillateur 
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- Présence d’un asynchronisme de contraction inter ou intra-ventriculaire pouvant être traité 
par la stimulation bi-ventriculaire 
- NFS anormale 
- Sérologie HIV positive 
- Sérologie VHC positive 
- Sérologie VHB positive 
- Présence d’une néoplasie ou d’une autre condition pathologique rendant le pronostic vital 
incertain à 2 ans 
- Patiente en âge de procréer sans contraception efficace ou enceinte 
- Présence d’une contre-indication à la réalisation d’un examen par l’IRM ou par les méthodes 
isotopiques 
- Patient traité par des corticoïdes 
- Patient traité par des immunosuppresseurs 
 
- Critères de sortie de l’essai 
- Patient pour lesquels il y a apparition de troubles du rythme ventriculaire graves imposant 
l’implantation d’un défibrillateur (empêchant la réalisation de l’IRM de contrôle) 
- Patient faisant l’objet d’une nouvelle intervention chirurgicale 
Ces patients bénéficieront d’une surveillance cardiologique rapprochée et il sera discuté d’une 
implantation d’un stimulateur multisite. 
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- Description de l’étude 
Il s’agit d’une étude pilote, monocentrique, en groupes parallèles, prospective, contrôlée, 
randomisée et en simple insu. 
Deux groupes seront comparés dans cette étude : 
- Groupe A : patients traités exclusivement par la chirurgie de revascularisation coronaire 
 
- Groupe B : patients traités par l’association de la greffe de cellules souches médullaires 
autologues à la chirurgie de revascularisation. 
La répartition des patients dans chaque groupe sera déterminée par tirage au sort. 
Cette étude est en simple insu car tout ce qui concerne la greffe des cellules souches 
autologues (c'est-à-dire la ponction de moelle osseuse et l’injection des cellules) sera réalisé 
durant l’anesthésie générale du patient et ne lui sera pas divulgué. De plus, les différentes 
évaluations seront effectuées par des investigateurs ne connaissant pas le groupe auquel 
appartient le patient. 
 
- Nombre de sujets nécessaires 
En se basant sur des travaux de la littérature (Patel 2005) nous faisons l’hypothèse, qu’entre la 
période préopératoire et le 6ème mois, la fraction d’éjection (critère d’évaluation principale) 
pourrait être en moyenne améliorée de 8 % dans le groupe A et de 16 % dans le groupe B.  
En considérant cet écart de 8 points de fraction d’éjection et avec un écart-type de 5 points 
(Patel 2005) il faut inclure 14 patients par groupe. Ceci dans une approche bilatérale, avec un 
risque alpha fixé à 5 % et un risque bêta à 20 %. 
En prévoyant des sorties possibles d’étude, nous voulons inclure 30 patients au total. 
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Déroulement général de l’étude 
 
Tous les patients présentés à l’équipe de Chirurgie Cardiaque du CHU de Clermont-Ferrand 
(Service du Pr. de Riberolles) pour lesquels une chirurgie de revascularisation est indiquée, 
entreront dans la procédure de « screening » et constitueront donc la population 
potentiellement éligible pour cette étude. 
Ces patients seront ceux présentés par les centres de cardiologie interventionnelle de la 
Région d’Auvergne (Services de Cardiologie des Professeurs Cassagnes et Ponsonnaille du 
CHU et Service de Cardiologie de la clinique des Dômes et du CH de Vichy). 
Nous allons sensibiliser les services de cardiologie concernés sur la mise en place de cette 
étude afin que le recrutement des patients puisse se faire dans de bonnes conditions. Pour cela, 
une réunion hebdomadaire des investigateurs sera organisée. 
Par rapport à la prise en charge habituelle des patients souffrant de ce type de pathologie, et 
en dehors des procédures liées à la thérapie cellulaire, toutes réalisées le jour de l’intervention, 
les sujets inclus dans cette étude devront en plus réaliser les visites suivantes: 
- la consultation pré-prélèvement (entre J-18 et J-13),  
- la visite d’inclusion (entre J-12 et J-7). 
- Pratiquer les examens supplémentaires suivants : 
- trois IRM (une en préopératoire, les autres en post-op 6 mois et post-op 1 an), 
- une imagerie isotopique par TEP au 18 FDG et  TEMP au Tc99m-sestamibi. 
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Evaluations préopératoires 
 - Présélection des patients (J – 30 à J - 20) 
Dans un premier temps, la persistance d’une viabilité résiduelle dans les territoires akinétiques 
sera évaluée en utilisant les examens (échocardiographie sous dobutamine ou méthodes 
isotopiques) réalisés dans le cadre de la prise en charge habituelle de ces patients. 
A ce stade, les critères d’inclusion et de non inclusion (pour lesquels il n’y a pas besoin 
d’examens supplémentaires) seront vérifiés et le protocole sera expliqué au patient. 
 
- Consultation pré prélèvement (J – 29 à J - 19) 
Cette consultation sera réalisée conformément à l’arrêté du 16 décembre 1998 portant sur 
l’homologation des règles de bonnes pratiques de prélèvement de cellules souches 
hématopoïétiques. Au cours de celle-ci, le médecin préleveur expliquera au patient le 
déroulement du prélèvement de moelle osseuse, ainsi que les risques et les conséquences 
éventuelles, liés à ce prélèvement. 
 
- Réalisation des examens IRM et imagerie isotopiques (J – 18 à J - 13) 
Si le patient accepte de participer à cette étude, c’est à ce stade que le consentement par écrit 
du patient sera recueilli. Il lui sera bien mentionné qu’il n’est pas encore définitivement inclus 
dans l’étude, car afin de vérifier les critères d’inclusion définissant précisément les 
caractéristiques de la cardiopathie ischémique, deux examens spécifiquement réalisés dans le 
cadre de ce protocole, seront pratiqués dans un délai inférieur à 24 heures : 
- une imagerie par résonance magnétique avec analyse d’un rehaussement tardif 
- une imagerie isotopique par TEP au 18 FDG et TEMP au Tc99m-sestamibi 
A la lumière des résultats de ces 2 examens, si le patient respecte tous les critères d’inclusion, 
il poursuivra l’étude et une visite d’inclusion sera programmée. 
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 - Visite d’inclusion [dont consultation pré-anesthésie] (J – 12 à J – 7) 
Après une nouvelle vérification des critères d’inclusion, l’inclusion définitive est réalisée, au 
cours de cette visite tous les patients bénéficieront : 
- d’un examen clinique et biologique habituel complété par le dosage du BNP.  
- d’une épreuve d’effort métabolique  
- d’un Holter rythmique 
Et les patients devront remplir un questionnaire qualité de vie SF36. 
 
Lors de cette visite, la randomisation sera réalisée. Si le patient appartient au groupe B, 
l’Unité de Thérapie Cellulaire sera prévenue, afin que cette unité puisse en tenir compte dans 
son planning d’activités.  
Par ailleurs, c’est au cours de cette même visite que la consultation pré anesthésie sera 
réalisée. 
Enfin, la veille de l’intervention, le contrôle échocardiographique habituel sera effectué. 
 
- Intervention chirurgicale (J 0) 
Le prélèvement de la moelle osseuse, par ponction au niveau du sternum ou des crêtes 
iliaques, sera réalisé le jour de l’intervention, immédiatement après l’induction de l’anesthésie 
générale. Le médecin préleveur sera chargé du transfert du prélèvement dans l’unité de 
thérapie cellulaire, où le greffon cellulaire sera préparé. Le temps écoulé entre le prélèvement 
de la moelle et le réacheminement du greffon cellulaire sera < 2 heures, donc inférieur au 
temps nécessaire pour réaliser l’intervention chirurgicale de revascularisation. Les procédures 
exactes de prélèvement et de préparation du greffon cellulaire sont décrites dans l’annexe II et 
dans l’annexe III. 
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A la fin de la procédure de revascularisation chirurgicale, avant le déclampage aortique, 
l’injection des cellules mononuclées médullaires sera réalisée. 
 
- Modalité d’injection 
Les injections seront réalisées à l’aide d’une aiguille 27-gauge de 4 mm dans des zones 
hibernantes (hypo contractiles mais viables), où la viabilité sera confirmée par les PET scan. 
A chaque injection, un volume de 0.2 ml de solution cellulaire sera injecté. Environ 25 
injections seront réalisées entre 3 et 5 mm de profondeur, dans la paroi myocardique. Elles 
seront effectuées dans toutes les zones hibernantes du patient, chacune des injections espacées 
de l’ordre de 1 cm. Puis une colle de fibrine sera utilisée pour obstruer les trous de ponction, 
afin d’éviter la régurgitation des cellules injectées. 
 
- Evaluations postopératoires 
 
Post opératoire immédiate 
Les patients seront suivis de façon habituelle dans l’unité de réanimation post-chirurgicale du 
service de chirurgie cardiaque. Les dosages de CPK, de la troponine, de la CRP, seront 
réalisés deux fois par jour pendant les trois premiers jours. Un ECG sera réalisé tous les jours 
pendant le séjour des patients en réanimation ; une éventuelle apparition de nouvelles ondes q 
sera notée dans le cahier d’observation. 
 
Contrôle à la sortie de l’hôpital 
Un examen clinique et biologique complet ainsi qu’un ECG 12 dérivations seront réalisés le 
jour de la sortie.  Des éventuelles complications survenues en période d’hospitalisation seront 
notées dans le cahier d’observation. Un holter rythmique sera posé la veille de la sortie avec 
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une lecture le jour de la sortie pour s’assurer de l’absence de trouble grave du rythme 
ventriculaire. 
A ce stade, tous les patients inclus dans l’étude bénéficieront d’un séjour à la clinique cardio-
pneumologique de Durtol pour un programme de rééducation fonctionnelle, après le geste 
chirurgical. Ce séjour est proposé à tous les patients du service, ayant eu une chirurgie de 
revascularisation, qui, du fait de leur état myocardique et fonctionnel, le justifient; les patients 
de la population envisagée pour l’étude en font partie, certains le refusent. . La seule 
particularité de notre étude est donc le caractère obligatoire de ce séjour (cf. critères 
d’inclusion). 
En effet, il est indispensable que, pour tous les sujets évalués dans cette étude, la prise en 
charge postopératoire soit la plus homogène possible et qu’ils bénéficient tous d’une prise en 
charge optimale. 
 
Visite à 1 mois 
Il s’agit d’une visite en externe. A l’interrogatoire, les classes d’angor (SCC) (Annexe I) et de 
dyspnée d’effort seront définies. Un examen clinique, un ECG, un Holter rythmique, et le 
dosage de BNP seront réalisés lors de ce contrôle. En plus, les patients devront remplir le 
formulaire qualité de vie SF 36. 
 
Visite à 6 mois 
Les mêmes données que lors de la visite au 1er mois seront recueillies. En plus, un examen 
par imagerie par résonance magnétique, un scanner et une épreuve d’effort métabolique seront 
réalisés à la même période.  
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Visites à 1 an 
Les mêmes données que lors de la visite au 6ème mois seront recueillies. 
 
Visites à 2 ans 
Les mêmes données que lors de la visite au 1er mois seront recueillies. 
  
Définition du produit cellulaire 
 
Matériel cellulaire de départ 
Le prélèvement de la moelle osseuse sera donc réalisé par ponction au niveau du sternum ou 
des crêtes iliaques. La population cellulaire de départ correspond à la population hétérogène 
constituant la moelle osseuse, composée de cellules hématopoïétiques (cellules souches, 
progéniteurs, précurseurs et cellules matures) et de cellules non hématopoïétiques (cellules 
souches et progéniteurs mésenchymateux, autres cellules du microenvironnement). 
La moelle osseuse sera aspirée par un trocart jetable de type Malarmé après forage profond de 
l'os spongieux. Une aspiration est créée à l'aide d'une seringue en plastique de 20 ml 
préalablement rincée avec une solution anticoagulante. Le volume cible total de moelle 
absorbé est compris entre 50 et 100 ml. Le volume exact de moelle osseuse prélevé sera noté. 
Par ailleurs les contrôles réalisés sur ce matériel cellulaire sont les suivants :  
- numération cellulaire  
- viabilité 
- bactériologie  
- phénotypages CD45 CD34. 
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Matériel cellulaire final 
Les contrôles effectués sur le produit fini et qui sont nécessaires à sa libération par l’Unité Bio 
Clinique de Prélèvement et Traitement des Cellules Souches Hématopoïétiques sont les 
suivants : 
- les résultats du phénotypage CD45-CD34 ne modifient pas la procédure de libération 
finale du produit et la greffe puisque le geste est réalisé en pratique avant l’obtention des 
résultats 
 
- par ailleurs, le greffon sera utilisé à partir du moment où la numération cellulaire sera 
comprise entre 1 x 108 et 10 x 108 de cellules mononuclées 
 
- en revanche, il nous a paru nécessaire de garantir la qualité des cellules en terme de 
viabilité et de stérilité. Ainsi, le greffon est adressé au bloc opératoire en même temps que 
l’échantillon du contrôle de qualité et envoyé au laboratoire. Ce dernier réalise en urgence, 
une numération et une viabilité (bleu de trypan) ainsi qu’un examen bactériologique direct : 
tous les résultats seront faxés au bloc opératoire d’une part, et à l’unité de thérapie cellulaire 
d’autre part. 
 
Critère de libération 
Le critère d’utilisation du greffon par le chirurgien est une viabilité >80 % ainsi qu’un 
examen bactériologique direct négatif. 
Les cellules ne seront injectées qu’après réception (Fax) par les chirurgiens des résultats de 
l’évaluation de la viabilité cellulaire et de l’examen bactériologique direct négatif. En cas de 
non utilisation, le greffon sera retourné à l’UTC pour destruction selon les procédures 
validées dans l’unité. 
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Analyse et interprétation des examens par imagerie 
 
Il est à noter qu’afin de s’inscrire dans une démarche scientifique rigoureuse, l’analyse et 
l’interprétation de ces examens d’imagerie, permettant notamment l’appréciation du critère 
d’évaluation principal, sera effectuée par un radiologue n’ayant jamais été en contact avec les 
patients, de sorte qu’il soit dans l’impossibilité à savoir de quel groupe de patients appartient 
le cliché à analyser. 
 
IRM avec analyse d’un rehaussement tardif 
L’IRM sera réalisée sur un imageur Siemens de 1,5 Tesla (Sonata® ou Avanto®) présentant 
des temps de montées rapides et doté d’une synchronisation électrocardiographique. Le 
protocole d’exploration comportera : 
- des séquences axiales T1 et T2 centrées sur le thorax à visée morphologique 
- des séquences d’écho de gradient synchronisé à l’ECG dans les plans de références (petit 
axe ventriculaire gauche (VG), grand axe et 4 cavités) afin de mesurer la fraction d’éjection, 
les volumes ventriculaires (logiciel Argus ®) et d’évaluer la cinétique segmentaire 
(segmentation AHA : Cerqueira Circulation 2002 ; 105 :539-542) 
- après injection d’une demi-dose de chélates de gadolinium à faible rémanence vasculaire 
(0,05 mmol/kg à 3,5 ml/s) à l’injecteur automatique double corps poussé par 1ml/kg de sérum 
physiologique, nous effectuerons une analyse quantitative de la perfusion de premier passage 
(trueFISP) dans le plan du petit axe couvrant l’ensemble du VG 
- après un complément d’injection du même produit de contraste (0,15 mmol/kg à 2 ml/s), 
l’étude du rehaussement tardif sera réalisée à 10 minutes par une séquence d’inversion-
récupération (trueFISP 2D IR) dans le plan du petit axe couvrant l’ensemble du VG. Le temps 
d’inversion myocardique sera évalué pour chaque patient par une séquence préalable (TI 
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scout). Cette séquence précisera la topographie et le caractère transmural de la prise de 
contraste, corrélée avec la zone non viable. Ainsi, l’ensemble des paramètres suivant pourra 
être appréhendé par l’IRM myocardique : 
- la fraction d’éjection, 
- les volumes télédiastolique et télésystolique VG 
- la cinétique segmentaire, 
- la viabilité myocardique par l’intermédiaire de : 
Hypoperfusion précoce témoignant d’une atteinte de la microcirculation, 
Rehaussement tardif corrélé à la cicatrice ischémique non viable. 
 
Réalisée dans le bilan d’inclusion, l’IRM permettra : 
- de confirmer l’altération modérée de fonction VG (tenant compte de la sous-
estimation fréquente de l’IRM par rapport à l’échographie) 
- de mesurer le volume télédiastolique VG de référence 
- de préciser une altération de la cinétique segmentaire en précisant notamment les 
zones d’exploration échographique malaisée du fait de mauvaises fenêtres acoustiques de 
l’échographie 
- d’affirmer le caractère transmural de la cicatrice de nécrose : son absence sur l’IRM 
initiale étant un critère d’exclusion. 
 
Réalisée lors des contrôles à 6 et 12 mois, l’IRM permettra : 
- d’évaluer les variations de fraction d’éjection et de cinétique segmentaire ainsi que 
son retentissement sur le volume télédiastolique VG 
- d’observer une régression de l’hypoperfusion de premier passage et du rehaussement 
tardif attendue avec l’injection de cellules autologues. 
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Grille évaluation de l’IRM 
 
- Les volumes ventriculaires gauches 
Les volumes télédiastolique (VTD) et télésystolique (VTS) sont calculés à partir d’un 
contourage semi-automatique des contours endocardiques en télésystole et télédiastole sur 
l’ensemble des coupes petit axe couvrant le VG (méthode de Simpson). 
 
 
- Fraction d’éjection (%) 
FE= (VTD-VTS)/VTD 
 
- Hypoperfusion de premier passage 
Analyse qualitative : appréciation par le radiologue d’une zone de rehaussement moindre que 
le myocarde adjacent. 
Avantages : réalisation aisée, permettant de s’affranchir des problèmes liés à l’interprétation 
de l’intensité du signal. 
Inconvénients : interprétation subjective.  
Cette solution est retenue en pratique par la majorité des autres publications. 
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- Rehaussement tardif 
Une analyse semi-quantitative sera réalisée en fonction de la transmuralité du rehaussement 
tardif au niveau des différents segments, selon le barème suivant (Schuijf JAC; 2004, 94 :284-
288) : 
- absent 
- 1 à 25% (d’épaisseur sous-endocardique) 
- 26 à 50% 
- 51 à 75% 
- 76 à 100% (transmurale) 
 
- Les paramètres de comparaison 
- variation des volumes 
- variation de fraction d’éjection 
- variation de l’extension de l’hypoperfusion 
- variation de l’extension du rehaussement tardif 
L’analyse des données de l’examen par l’IRM nous fournira les valeurs des volumes 
ventriculaires, la valeur de la fraction d’éjection globale du VG, le degré de la transmuralité 
de la nécrose dans les territoires hypo-contractiles, la cinétique et l’épaississement 
segmentaire. La contractilité segmentaire sera analysée sur le modèle de 17 secteurs selon les 
dernières recommandations de l’AHA/ACC task force. 
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- Un score de 5 degrés est utilisé pour évaluer l’atteinte du myocarde 
0 = contractilité normale,  
1 = hypokinésie modérée,  
2 = hypokinésie sévère,  
3 = akinésie,  
4 = dyskinésie.  
 
Imagerie isotopique par TEP au 18 FDG et TEMP au Tc99m-sestamibi 
 
L’analyse des données de l’examen isotopique nous fournira des données sur la viabilité 
myocardique. Cette analyse sera réalisée selon le même modèle de 17 secteurs, utilisé lors de 
l’examen par l’IRM. La perfusion et le métabolisme myocardique seront analysés de façon 
quantitative selon la description de l’annexe V. La viabilité des territoires hypo contractiles 
(score 2 – 4) sera retenue en présence soit d’une perfusion normale (fixation segmentaire du 
Tc-99m-sestamibi >60%) soit en présence d’un aspect de « mismatch » (fixation segmentaire 
du Tc-99m-sestamibi < 60% avec une hyperfixation relative (différence > 10%) du 18 FDG). 
Avec la segmentation à 17 secteurs, la présence de la viabilité dans ≥ 5 secteurs (29.4% du 
VG) sera nécessaire pour inclure des patients de façon définitive dans l’étude. 
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Recueil et protection des données 
 
Les données seront recueillies dans le respect du secret de l’identité des personnes participant 
à l’étude et de toute information à caractère personnel ou médical les concernant. 
Pour cela, dans tout document de recueil de données (cahiers d’observation), les patients 
seront nommés par un code à trois lettres correspondant aux deux premières lettres de leur 
nom et à la première lettre de leur prénom. La correspondance ne sera connue que des seuls 
médecins investigateurs. 
En accord avec la Loi Informatique et Liberté, les données feront l’objet d’un traitement 
informatisé anonyme et leur consultation sera autorisée aux collaborateurs participant à la 
recherche, désignés par le promoteur et éventuellement au représentant des autorités de santé. 
Les volontaires se prêtant à la recherche disposeront d’un droit d’accès et de rectification 
prévu par la loi “ informatique et liberté ”(Art.40) qui pourra s’exercer à tout moment auprès 
du Professeur Charles de Riberolles. 
 
Analyse statistique 
 
La description des données se fera sous la forme de moyennes, écarts type, minimum et 
maximum pour les variables quantitatives; sous la forme de fréquences et de pourcentages 
pour les variables qualitatives. L’analyse statistique sera réalisée en intention de traiter. 
En préopératoire, les données cliniques, angiographiques ainsi que le pourcentage de viabilité 
résiduelle seront comparés afin de s’assurer de la comparabilité des groupes. Pour cela, un test 
Khi 2 de Pearson sera utilisé pour les variables qualitatives et un test t de Student ou un test de 
Mann et Whitney (approche non paramétrique), pour les variables quantitatives. 
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Concernant le critère d’évaluation principal, les taux d’échec et de succès (cf. IV-1-Critère 
d’évaluation principal) seront comparés, également au moyen du test de Khi 2 de Pearson, 
éventuellement réajusté s’il y a un déséquilibre entre les 2 groupes. En fonction de leur 
caractère qualitatif ou quantitatif, tous les autres critères seront comparés à l’aide des tests 
mentionnés ci-dessus. 
 
Evaluation bénéfice/risque 
 
Les risques principaux, dans cette étude, sont liés à la procédure de chirurgie cardiaque, 
procédure qui n’est donc pas propre au protocole puisque les patients bénéficieront de cette 
chirurgie, qu’ils soient inclus ou non. 
Le prélèvement de moelle osseuse ne représente aucun risque, ni aucune séquelle connus à ce 
jour et le patient ne ressent pas de douleur liée à cette procédure, lors de son réveil. Le seul 
risque potentiel est celui lié à l’anesthésie générale mais dans notre étude, celle-ci n’est pas 
réalisée spécifiquement pour le prélèvement. 
Concernant la réinjection des cellules mononuclées médullaires, s’appuyant sur les résultats 
des études cliniques déjà réalisées dans ce domaine, aucun risque prévisible ne peut être 
recensé. En effet, ce geste de réinjection transépicardique ou transendocardique n’a donné lieu 
à aucune complication sur plusieurs essais cliniques ayant inclus au total une quarantaine de 
patients (Caspi 2006). 
Dans ce même article (Caspi 2006), qui fait une synthèse de tous les travaux réalisés dans ce 
type de thérapie cellulaire, les bénéfices retrouvés sont les suivants : 
- amélioration de la perfusion des zones injectées 
- diminution du volume ventriculaire. 
- amélioration de la fraction d’éjection 
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- amélioration de la classe NYHA (diminution de la dyspnée sur le plan clinique) 
Tout ceci permet d’envisager un meilleur pronostic à moyen terme des patients bénéficiant de 
ce procédé de thérapie cellulaire. 
 
Les différentes étapes pour concentrer un prélèvement de moelle osseuse 
 
Définir la manipulation qui consiste à concentrer rapidement un prélèvement de moelle 
osseuse en vue d’une réinjection locale dans le muscle cardiaque. 
 
Domaine d’application  
Cette opération est effectuée le plus rapidement possible après le prélèvement, au 
laboratoire de thérapie cellulaire, avant réinjection au bloc cardio où le patient attend sous 
anesthésie générale. 
 
Procédure : 
- Le prélèvement est effectué au bloc cardio à St Jacques selon la technique utilisée pour les 
prélèvements de moelle osseuse en vue de greffe. .\Classeur TP G7\FT\FT N° 2 Prélèvement 
de MO.doc. Le volume prélevé est de 50 ml. Le transport est assuré par le médecin de l’UBC 
qui participe au prélèvement avec une navette urgente du CHU. 
- Avant d’entrer dans le laboratoire, s’assurer du début du prélèvement de MO au bloc en 
appelant la surveillante du bloc au 04 73 751 575  
- Réception du PC : ..\MO\MO N° 4 Réception et enregistrement.doc  
- La MO sera réceptionnée par une technicienne à l’extérieur du laboratoire. La 2ème 
technicienne attend la moelle dans le laboratoire (elle est prête à travailler).  
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- S’assurer que le prélèvement est identifié par une étiquette patient. Vérifier l’intégrité du 
produit cellulaire. Donner la poche par le sas matériel à la technicienne qui l’attend dans le 
laboratoire. Vérifier que l’ensemble des documents nécessaires à la traçabilité est présent. 
 
Transformation 
Toutes les manipulations se font dans le labo L3 (ISO 7) 
- Avant l’arrivée de la poche de MO, préparer sous la hotte tout le matériel nécessaire à la 
manipulation et à la prise d’échantillons. Préparer dans une poche cryocyte 250 ml de solution 
de lavage : NaCL 0,9% + 5% albumine + héparine 250 UI/1 ml. 
- Poser un site d’injection sur la poche de MO, filtrer la moelle et prélever des échantillons : 
hématologie 0,5 ml, cultures 0,5 ml et bactériologie 0,5 ml. 
- Préparer 3 tubes Falcon de 50 ml avec 25 ml de polyfluorocarbone liquide (Ficoll, Biotech, 
densité 1,077) chacune. Prélever la moelle dans la poche à l’aide d’une seringue de 50 ml et 
déposer en gradient de densité dans 3 tubes Falcon de 50 ml, au-dessus d'une couche de 25 ml 
de Ficoll, 25 ml de moelle par tube. Fermer les tubes sous la hotte. 
- Centrifuger les 3 tubes pendant 25 min à 700 g à la température ambiante (centrifugeuse 
Juan). Après centrifugation, les cellules mononucléées se rassemblent en un anneau opaque 
surnageant au dessus du Ficoll. 
- Sous la hotte, recueillir délicatement la couche de globules blancs à la limite supérieure de la 
couche de Ficoll à l’aide d’une aiguille + seringue.  
- Lavage 1 : resuspendre les globules blancs recueillis dans 50 ml de solution de lavage et 
recentrifuger 10 min dans les mêmes conditions. Les cellules forment après cette deuxième 
centrifugation un culot blanc au fond du tube. Reprendre le culot à l’aide d’une aiguille + 
seringue. 
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- Lavage 2 : resuspendre les globules blancs recueillies dans 50 ml de solution de lavage et 
recentrifugés 10 min dans les mêmes conditions. Les cellules forment après cette troisième 
centrifugation un culot blanc au fond du tube. Reprendre le culot à l’aide d’une aiguille + 
seringue. 
- Resuspension finale : resuspendre les globules blancs recueillis dans la solution de lavage 
5,6 ml et transférer dans une poche cryocyte de 50 ml 
 
Contrôles de qualité et envoi du produit cellulaire 
- Prélever dans la poche (via une tubulure à vis) les contrôles qualité. 
- Bactériologie 0,2 ml 
- Hématologie 0,2 ml 
- Cultures 0,2 ml  
- Volume final du produit = 5 ml. Souder toutes les tubulures à vis de la poche (sauf la 
tubulure avec le site d’injection qui servira à reprendre les cellules dans une seringue au bloc), 
mettre la poche dans un champ stérile, passer dans le sas de sortie. 
- Un technicien à l’extérieur du laboratoire met la poche et la fiche de suivi dans une boîte 
isotherme et accompagne le produit cellulaire au bloc cardio. (navette du CHU) 
- Envoi de résultat au chirurgien cardiaque.  
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Bilan en avril 2010 : 
 
Devant le nombre faible de patients répondant aux critères d’inclusion, un 
amendement pour modification des critères d’inclusion au protocole a été déposé et accepté : 
 
- Critère n°1  
 
Dans le projet initial, la dilatation du volume télé systolique devait être supérieur à > 130 ml ; 
cette valeur est remplacée par 50 ml / m².  
Justification : Cette dernière valeur (50 ml / m²) est considérée comme valeur seuil pour la 
réalisation d’une plastie ventriculaire selon la méthode de Vincent Dor (DOR 2008) 
 
- Critère n°2  
 
La durée de la stabilité de la cardiopathie sur le plan hémodynamique, initialement fixée à 3 
mois, est raccourcie à une semaine. En effet, les patients porteurs d’une cardiopathie 
ischémique évoluée, avec une altération importante de la contractilité ventriculaire gauche, 
présentent très souvent des lésions coronaires extrêmement sévères qui font que l’attente de 3 
mois peut s’avérer néfaste pour leur santé. 
 
- Critère n°3  
 
Le critère suivant : hommes ou femmes majeurs et âgés de moins de 70 ans est remplacé par  
hommes ou femmes majeurs et âgés de moins de 80 ans  
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- Critère n°4  
 
Le critère suivant : dilatation du volume télé systolique > 50 ml / m² et altération de la 
contractilité globale définie comme une fraction d’éjection < 40% (appréciée par IRM) est 
remplacé par  
dilatation du volume télé systolique > 50 ml / m² et altération de la contractilité 
globale définie comme une fraction d’éjection inférieure ou égale à 40% (appréciée 
par IRM) 
 
Actuellement 9 patients sont inclus dans l’étude dont : 
4 dans le groupe thérapie cellulaire : 
- 1 sorti d'étude à 8 mois (mise en place d’un défibrillateur) 
- 1 décès à 6 mois 
- 1 est à 1 an de suivi (visite prévue le 17 mars) 
- 1 a eu l'intervention il y a moins d'un mois 
5 patients pour le groupe contrôle : 
- 1 aura sa visite de suivi de 2 ans en juin 2010 
- 1 a été exclu juste avant l'intervention (crise de goutte) 
- 1 est à 1 an de suivi (visite prévue le 24 mars) 
- 2 ont eu l'intervention il y a moins d'un mois 
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VI- Perspectives et valorisation 
 
Perspectives 
La thérapie cellulaire myocardique est une des voies de recherche les plus prometteuses pour 
la prise en charge des patients en insuffisance cardiaque. La recherche en laboratoire offre de 
nombreuses pistes qui sont pour certaines explorées par la clinique humaine. Au vu de la 
littérature, et en attendant les résultats du PHRC local, qui a pour unique but de montrer la 
faisabilité d’un tel protocole sur le centre hospitalier de Clermont Ferrand, il est désormais 
clair que nous ne possédons pas encore la clé de la réussite de la thérapie cellulaire 
myocardique. Absolument tous les points sont à revoir. 
Le type de cellule bien évidemment en premier lieu. La première génération de toutes les 
lignées cellulaires thérapeutiques « classiques » apporte une réponse insuffisante. Une 
deuxième génération de ces cellules pourrait constituer une réponse plus adaptée. L’apport de 
facteurs de résistance à l’apoptose et à la nécrose ischémique est une voie à développer. Les 
cellules souches de type embryonnaire sont d’expérimentation et d’utilisation limitées par 
l’éthique et par la loi. Des résultats encourageants (Blin 2010) sont en cours d’exploration. Un 
mélange de plusieurs lignées cellulaires thérapeutiques classiques peut également constituer 
une piste de recherche. Des cellules souches à orientation musculaire et des cellules souches 
hématopoïétiques peuvent avoir des propriétés complémentaires intéressantes. Les voies 
d’administration doivent également progresser. L’injection artisanale de produits de thérapie 
cellulaire et de facteurs de croissance en intra-coronaire, dans l’endocarde ou dans l’épicarde 
doit devenir plus précise, avec des injecteurs dédiés, tenant compte de l’épaisseur des zones à 
traiter et de la taille et morphologie des cellules transplantées. La recherche d’un support 
équivalent à la matrice extracellulaire, permettant une meilleure survie du greffon cellulaire 
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est également une des nombreuses pistes étudiées. Les zones à traiter sont également à revoir. 
Devons nous traiter la zone d’infarctus, le territoire bordant la cicatrice d’infarctus, les zones 
ischémiques sans nécrose ou la totalité du myocarde ? La planification dans le temps de la 
transplantation peut également être un facteur important à ne pas négliger. Le rôle de 
l’inflammation provoquée par l’ischémie locale et par l’agression que provoque une greffe 
cellulaire est encore mal évalué. 
Un protocole de recherche spécifique peut être consacré à chaque étape. L’élaboration par 
l’industrie d’un injecteur de cellule dédié, constitue un axe de recherche à developper 
rapidement. Il faudra à l’avenir des aiguilles permettant une injection en profondeur désirée, 
sans espace mort permettant la délivrance de produits de thérapie cellulaire sans altération. 
D’autre part, soit un mélange de deux lignés thérapeutiques (par exemple cellules de soutien 
de l’angiogenèse et cellules à orientation contractile) soit d’une lignée cellulaire et de 
cytokines spécifiques seront interessant à developper en pré clilinique. La chronologie 
d’apport de cytokines et la concentration intramyocardique idéale de ces derniers comme 
l’érythropoïétine sont à explorer.  
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Valorisation 
 
Objectif : ameliorer la survie des cellules greffées 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Moyen physique simple à tester : le 
choc thermique 
Apport de gène de survie cellulaire et 
d’angiogenèse 
Résultat positif : angiogenèse et 
augmentation de la survie et de fonction 
myocardique. mais protocole non 
applicable chez l’homme 
Résultat : aussi bien le chaud que le 
froid, augmentent la résistance 
cellulaire sans augmentation de la 
survie finale 
Changement de lignée cellulaire : 
cellules multipotentes medullaires 
Thérapie cellulaire et traitement avec 
une des protéines cibles de HIF 1 α : 
l’érythropoïétine 
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VII- Conclusion 
 
Finalement la thérapie cellulaire myocardique n’est encore qu’une très jeune discipline. Elle a 
déjà permis de mieux comprendre la différenciation cellulaire et de retrouver des cellules 
souches myocardiques humaines (même si c’est en très faible quantité). Elle représente 
clairement une des voies de recherche les plus prometteuses en cardiologie. Le 
développement de différents produits et des moyens de prélèvement, de culture et 
d’administration doivent faire l’objet de recherche et de production industrielle spécifique 
pour profiter pleinement des perspectives offertes. 
 
Les travaux expérimentaux ont été effectués au sein du laboratoire d’Étude des Greffes et 
Prothèses Cardiaques de l’hôpital Broussais, labélisé par l’institut national de la santé et de la 
recherche médicale (INSERM), unité 633, sous la direction du professeur Philippe Menasché. 
Le PHRC se déroule actuellement au CHU de Clermont-Ferrand.
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IX- Abstracts et articles cités dans la thèse 
 
Can Cold or Heat Shock Improve Skeletal Myoblast Engraftment in 
Infarcted Myocardium? 
 
Agnès Maurel, Kasra Azarnoush, Laurent Sabbah, Nicolas Vignier, Marc Le Lorc’h, Chantal 
Mandet, Alvine Bissery, Isabelle Garcin, Claire Carrion, Marc Fiszman, Patrick Bruneval, 
Alain Hagege, Alain Carpentier, Jean-Thomas Vilquin, Philippe Menasché 
 
Objectif : La mort cellulaire reste une limitation majeure de la greffe de myoblastes 
squelettiques (MS), mais les profils de survie et de prolifération cellulaires dans le cœur et 
leur modulation possible par des stress thermiques comme le choc induit par la chaleur (heat 
shock : HS) ou par le froid (Cryo-congélation : Cryo) sont encore mal caractérisés. 
 
Méthodes : Pour détecter les MS in situ, nous avons mis au point un système de double 
marqueur fondé sur l’expression semi-conservatrice de la protéine soluble, β-Galactosidase 
(β-Gal) et l’expression constitutive du chromosome Y dans un modèle d’infarctus du 
myocarde. À cet effet, un milieu de culture (groupe contrôle) ou des MS de rats Lewis mâles 
(frais ou soumis à un choc Cryo ou HS) ont été injectés dans le myocarde de rats Lewis 
femelles. 
 
Résultats : Nous avons observé une déperdition cellulaire massive juste après la greffe dans 
le groupe ayant reçu des MS frais, qui n’a été que partiellement compensée par une 
prolifération ultérieure. En revanche, le traitement Cryo et HS a significativement amélioré la 
survie cellulaire précoce mais a diminué la prolifération ultérieure si bien que 15 jours après 
la greffe, le nombre total de cellules greffées Y-positives dérivées du donneur n’était pas 
significativement différent dans les trois groupes. La plupart de ces cellules exprimait un 
phénotype de muscle squelettique. 
 
Conclusions : Ces données confirment le taux élevé de mort cellulaire des myoblastes greffés 
dans la cicatrice, démontrent la capacité des cellules survivantes à proliférer et à avoir une 
différenciation myogène mais ne corroborent pas la capacité du traitement Cryo ou HS à 
augmenter l’ampleur finale de la greffe de myoblastes. 
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Enhancement of the functional benefits of skeletal myoblast transplantation 
by means of coadministration of hypoxia-inducible factor 1α 
 
Kasra Azarnoush, MD, Agnès Maurel, PhD, Laurent Sebbah, MD, Claire Carrion, Alvine 
Bissery, MSc, Chantal Mandet, Julia Pouly, MD, Patrick Bruneval, MD, Albert A. Hagège, 
MD, PhD et Philippe Menasché, MD, PhD 
 
Objectif : La mort cellulaire précoce reste une importante limitation de la greffe de 
myoblastes squelettiques. La vascularisation insuffisante des zones cicatricielles cibles 
contribuant à la perte cellulaire, nous avons donc évalué les effets de l'association d'une greffe 
de myoblastes squelettiques à l'administration du facteur de transcription induit par l'hypoxie 
1α (HIF-1 α), un gène maître qui régule l'expression d'une grande variété de facteurs 
angiogéniques. 
 
Méthodes : Un infarctus du myocarde a été créé chez 56 rats par le biais d'une ligature d'une 
artère coronaire. Huit jours plus tard, les rats ont été affectés de manière aléatoire en 4 
groupes recevant, par injection au niveau des zones cicatricielles, du milieu de culture 
(animaux témoins, n = 11), des myoblastes squelettiques (5 x 106, n = 13), du facteur de 
transcription induit par l'hypoxie 1α codé par un adénovirus (1,0 x 1010 ufp/ml, n = 7) ou des 
myoblastes squelettiques (5 x 106) en association avec un vecteur vide (n = 3) ou avec le 
facteur de transcription induit par l'hypoxie 1α actif (1,0 x 1010 ufp/ml, n = 13). Un 
cinquième groupe (n = 9) a été soumis à une approche par étapes au cours de laquelle le 
facteur de transcription induit par l'hypoxie 1α (1,0 x 1010 ufp /ml) a été injecté au moment de 
l'infarctus, suivi par les myoblastes squelettiques (5 x 106) huit jours plus tard. La fonction 
ventriculaire gauche a été évaluée par échographie avant la greffe et un mois après celle-ci. 
Les cœurs explantés ont ensuite été soumis à un examen immunohistochimique afin de 
détecter des myotubes, quantificateurs de l'angiogenèse, de la prise de la greffe et de la survie 
cellulaire. 
 
Résultats : Les groupes ne présentaient aucune différence significative quant aux fractions 
d'éjection initiales (35 %-40 %). Au bout d'un mois, la fraction d’éjection avait diminué par 
rapport à la valeur initiale dans les cœurs témoins et chez ceux qui avaient reçu le facteur de 
transcription induit par l'hypoxie 1α. En revanche, elle ne s'était pas dégradée après l'injection 
de myoblastes squelettiques seuls ou associés au vecteur vide ou au facteur de transcription 
induit par l'hypoxie 1α actif administré de manière séquentielle. L’évolution la plus 
surprenante est survenue dans le groupe associant les myoblastes squelettiques au facteur de 
transcription induit par l'hypoxie 1α : dans ce groupe, la fraction d'éjection s'est accrue de 
manière spectaculaire (27 %) par rapport aux valeurs initiales, atteignant donc un niveau bien 
supérieur à celui des autres groupes (respectivement P = 0,0001 et P = 0,001 par comparaison 
aux animaux témoins et aux animaux recevant du facteur de transcription induit par l'hypoxie 
1α). Comparé à l'injection isolée de myoblastes squelettiques, l'administration conjointe du 
facteur de transcription induit par l'hypoxie 1α a entraîné une angiogenèse, une prise de greffe 
et une survie cellulaire significativement plus importantes. 
 
Conclusion : L’induction de l'angiogenèse est un moyen efficace de potentialiser les 
bénéfices fonctionnels de la greffe de myoblastes et le facteur de transcription induit par 
l'hypoxie 1α peut réussir à atteindre cet objectif.  
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Can bone marrow-derived multipotent adult progenitor cells regenerate 
infarcted myocardium? 
 
Agbulut O, Mazo M, Bressolle C, Gutierrez M, Azarnoush K, Sabbah L, Niederlander N, 
Abizanda G, Andreu EJ, Pelacho B, Gavira JJ, Perez-Ilzarbe M, Peyrard S, Bruneval P, 
Samuel JL, Soriano-Navarro M, García-Verdugo JM, Hagège AA, Prósper F, Menasché P. 
 
Objectifs : Evaluer les effets fonctionnels des cellules progénitrices adultes multipotentes de 
la moelle osseuse : multipotent adult progenitor cells (MAPC) greffées chez le modèle du rat 
atteint d’un infarctus du myocarde chronique.  
 
Méthodes : Quarante quatre rats ont subi une ligature des artères coronaires. 14 jours plus 
tard, ils ont été randomisés en deux groupes pour recevoir par injection dans la cicatrice soit 
(5×106 cellules/ 150 l) de cellules MAPC allogéniques transduites par la protéine 
fluorescente verte modifiée (eGFP) (n=25) ou un milieu de culture (témoins, n=19). Des 
études fonctionnelles ont été pratiquées sur neuf des cœurs traités par MAPC, et les 16 autres 
cœurs ont reçu des cellules marquées également avec du Resovist pour n’être utilisées que 
lors des évaluations histologiques des séries. La fonction ventriculaire gauche (VG) a été 
évaluée en aveugle, par échocardiographie avant la transplantation et 1 mois après. 
L’immunohistochimie, la microscopie électronique et la PCR ont servi à détecter les cellules 
greffées. Toutes les données ont été comparées à l’aide de tests non-paramétriques. 
 
Résultats : Il n’y avait pas de différences significatives entre les fractions d’éjection initiales 
(FE, médian ; écart type) des groupes : soit respectivement 30% [0,23;0,37] et 37% 
[0,32;0,38] dans le groupe témoin et dans le groupe cœur transplanté par rat multipotent adult 
progenitor cells (rMAPC). Un mois plus tard, la fonction du VG des cœurs témoin s’était 
détériorée comme le montre la baisse de la FE à 24% [0,21;0,30], et bien que la FE avait 
tendance à être plus stable après la greffe cellulaire (37% [0.27;0,41]), la différence entre les 
deux groupes n’était pas statistiquement différente (p=0,06). 
Bien que les MAPC étaient identifiables très tôt après leur greffe, l’immunohistochimie, le 
microscope électronique ou la recherche par polymerase chain reaction (PCR) n’ont pas 
permis de mettre en évidence la prise de la greffe un mois plus tard.  
 
Conclusions : Malgré la détection de marqueurs endothéliaux lors de la période initiale après 
greffe, nous n’avons pas pu mettre en évidence de différenciation en cardiomyocytes et 
aucune prise de greffe n’a pu être identifiée au-delà des 2 semaines qui ont suivi l’injection 
des cellules.  
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Can erythropoietin improve skeletal myoblast engraftment in infarcted 
myocardium? 
 
Chanséaume S, Azarnoush K, Maurel A, Bellamy V, Peyrard S, Bruneval P, Hagège AA, 
Menasché P. 
 
Objectifs : Les bénéfices de la greffe de myoblastes squelettiques sont limités par le taux 
élevé de mort cellulaire précoce, principalement d’origine ischémique. Nous avons donc 
voulu évaluer si la survie du greffon pouvait être améliorée par l’utilisation complémentaire 
d’érythropoïétine (EPO). 
 
Méthodes : Les artères inter ventriculaires antérieures de trente cinq rats Lewis ont été 
ligaturées. Deux semaines plus tard, ils ont  été randomisés pour recevoir en injection dans la 
cicatrice un milieu témoin, des myoblastes squelettiques (5=106) ou des myoblastes 
squelettiques additionnés d’EPO la veille de la greffe et poursuivi pendant deux semaines 
(500 U/kg trois fois par semaine). Un quatrième groupe a été traité par EPO uniquement sans 
injection. L’évaluation des fonctions a été réalisée par échocardiographie en 2D avant la 
greffe et un mois après. 
 
Résultats : Si l’on compare les cœurs témoins et les cœurs traités à l’EPO uniquement à ceux 
greffés avec des myoblastes, la récupération de la fraction d’éjection du VG de ces derniers 
était significativement meilleure, qu’ils aient reçu de l’EPO ou non. Il n’y avait aucune 
différence dans la zone de greffe des myoblastes ni dans l’angiogenèse entre les groupes 
myoblastes uniquement et myoblastes + EPO. L’apoptose était à peine détectable, et donc 
inchangée par le traitement à l’EPO. 
 
Conclusions : Dans ce modèle, l’EPO n’a pas permis d’améliorer la prise de greffe des 
myoblastes et la fonction du VG après infarctus. Ces découvertes négatives justifient de 
poursuivre la recherche de stratégies alternatives permettant d’améliorer la survie cellulaire. 
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Azarnoush Kasra 
 
Therapie cellulaire myocardique 
 
Résumé : 
 
Objectif : A partir d’un sujet de DEA, avec le soutien de toute l’équipe INSERM U633, 
élaborer une stratégie de recherche et progresser sur un thème pour permettre le 
développement de la thérapie cellulaire. Ce travail de recherche fondamentale permettant 
l’écriture et l’application d’un protocole de recherche chez l’homme. 
 
Quatre protocoles différents ont été réalisés : 
- améliorer la résistance du greffon cellulaire en appliquant un choc thermique 
- améliorer la survie des myoblastes squelettiques à l’aide d’un gène de survie 
cellulaire 
- étudier la survie et l’efficacité des cellules progénitrices adultes multipotentes 
dérivées de la moelle osseuse en greffon myocardique 
- améliorer les résultats de la transplantation de myoblastes squelettique par 
l’apport d’érythropoïétine 
 
Un PHRC Local sur la thérapie cellulaire par des cellules mononuclées médullaires 
autologues lors de la revascularisation myocardique a été élaboré et accepté. Actuellement un 
tiers de l’effectif a été inclus. Une modification des critères d’inclusion permet actuellement 
un recrutement plus important de patients. 
 
Mots clés : 
 
- Myoblastes squelettiques 
- Choc thermique 
- HIF-1α 
- Angiogenèse 
- Cellules progénitrices adultes multipotentes 
- Erythropoïétine 
- Cellules mononuclées médullaires autologues 
- Programme hospitalier de recherche clinique 
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